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In order to cope with pathogenic attacks of different nature, plants display constitutive 
natural barriers and accumulation of certain defensive compounds. In addition, plants 
have developed a series of inducible mechanisms such as the immune response and 
RNA silencing, which are activated after the pathogen entry. 
Secondary metabolites of phenolic nature play a very important role in the defensive 
response. These metabolites can be classified into three major groups: signal 
molecules, which are able to activate the response, phytoanticipins, which are 
constitutively present or preformed in the plant, and phytoalexins, which are either 
synthesized de novo or their synthesis increase in response to microbial attack.  
This work focuses on studying the role played by salicylic acid (SA), gentisic acid (GA) 
and hydroxycinnamic acid amides (HCAA) in the plant defensive response. Among 
these phenolics, SA and GA could be classified as signal molecules, whereas HCAA, 
considered phytoalexins, act directly on the pathogenic organism due to their 
antibacterial, anti-fungal and/or antioxidant properties. 
To study the role of SA and GA in plant defence, exogenous treatments have been 
performed using these compounds on Gynura and tomato plants infected with the 
Citrus Exocortis Viroid (CEVd) and the tomato Mosaic Virus (ToMV), respectively. These 
treatments produced a delay in the onset of symptoms, thus emphasizing the ability of 
these metabolites to effectively activate the defensive response. Also, we have 
observed that the treatments produced the activation of RNA silencing mechanisms. 
Our results establish a correlation between SA or GA-mediated resistance and RNA 
gene silencing, and confirm the role of these phenolic compounds in the defensive 
response. 
Transgenic plants showing altered levels of the studied metabolites have been 
obtained. Overexpression of GAGT, a GA-glycosyltransferase identified in tomato, in 
Arabidopsis and tomato plants has resulted in a metabolic phenotype for both species, 
which display a larger percentage of GA conjugation and, consequently, a lower 
accumulation of free GA, which is the active form of the compound. In Arabidopsis, the 
metabolic phenotype of the transgenic plants was accompanied by a phenotype of 
susceptibility to infection with Pseudomonas syringae pv. tomato RpmI as compared to 
control plants. We focused our efforts to characterize the function of Twi1, a putative 
glycosyltransferase with a possible role in the defensive response. Overexpression of 
the protein has allowed the analysis of its enzymatic activity in vitro, which displays 
glucosyltransferase activity against the phenolics 2,4-dihydroxybenzoic acid (2,4-DHBA) 
and 2,4,6-trihidroxibenzoic acid (2,4,6-THBA). Exogenous applications of these 
polyphenols to Twi1-silenced transgenic plants corroborated its enzymatic activity in 
vivo, since these plants showed a reduced conjugation percentage of 2,4-DHBA and 
2,4,6-THBA and, consequently, a larger accumulation of both metabolites in their free 
form. Finally, we have generated transgenic tomato plants overexpressing THT gene, 
which encodes a key enzyme in the HCAA biosynthesis. These transgenic plants 
presented an enhanced constitutive accumulation of amides in leaf, flower and fruit 
tissues as compared to control plants. In addition, the amount of HCAA found in leaves 
was also higher in these plants in response to wounding. Transgenic THT plants 
infected with the bacterial pathogen Pseudomonas syringae pv. tomato showed a high 
accumulation of HCAA and SA, compared with control plants. As a result, these plants 
resulted to be more resistant to the bacterial infection, confirming the role of the 
HCAA in defence. 
Both exogenous treatments with phenolic compounds and the generation of 
transgenic plants with altered levels of them have resulted to be very useful strategies 
in carrying out this work, allowing us to further study in greater depth on the function 
of these metabolites in the plant defensive response against pathogen attack. 
RESUMEN 
 
Con el fin de hacer frente a ataques patogénicos de diversa naturaleza, las plantas 
presentan, de manera constitutiva, barreras físicas naturales y acumulación de ciertos 
compuestos defensivos. En adición a esto, las plantas han desarrollado una serie de 
mecanismos de tipo inducible, como la respuesta inmune y el silenciamiento de RNA, 
que se activan tras la entrada del patógeno.  
Los metabolitos secundarios de naturaleza fenólica juegan un papel muy importante 
en la respuesta defensiva. Estos metabolitos pueden clasificarse en tres grandes 
grupos: moléculas señal, capaces de activar dicha respuesta, fitoanticipinas, presentes 
en la planta de manera constitutiva o preformados, y fitoalexinas, que se sintetizan de 
novo o ven incrementada su síntesis en respuesta a un ataque microbiano. El presente 
trabajo se centra en el estudio de la función que desempeña el ácido salicílico (SA), el 
ácido gentísico (GA) y las amidas derivadas del ácido hidroxicinámico (HCAA) en la 
respuesta defensiva de las plantas. De entre estos fenólicos, el SA y el GA podrían 
clasificarse dentro del grupo de moléculas señal, mientras las HCAA, consideradas 
fitoalexinas, actuarían directamente sobre el patógeno, debido a sus propiedades 
antibacterianas, antifúngicas y/o antioxidantes.  
Para estudiar el papel del SA y del GA en la respuesta defensiva, se han realizado 
tratamientos exógenos con estos compuestos a plantas de Gynura y tomate infectadas 
con el Viroide de la Exocortis de los Cítricos (CEVd) y el Virus del Mosaico del Tomate 
(ToMV), respectivamente. Este hecho ha producido un retraso en la aparición de los 
síntomas, poniendo de manifiesto la capacidad de estos metabolitos de activar de 
manera eficaz la respuesta defensiva de las plantas. Asimismo, se ha observado que 
estos tratamientos producen la activación de mecanismos de silenciamiento de RNA. 
Nuestros resultados establecen relaciones entre la resistencia mediada por SA o GA y 
el silenciamiento génico de RNA, y confirman el papel de estos compuestos fenólicos 
en la respuesta defensiva. 
Se han obtenido plantas transgénicas con niveles alterados de los metabolitos objeto 
de estudio. La sobreexpresión tanto en Arabidopsis como en tomate de GAGT, una 
glicosiltransferasa de GA identificada en tomate, ha dado lugar a un fenotipo 
metabólico en ambas especies, mostrando un mayor porcentaje de conjugación de GA 
y, en consecuencia, una menor acumulación de GA en forma libre, que es la forma 
activa del compuesto. En el caso de Arabidopsis, el fenotipo metabólico de las plantas 
transgénicas vino acompañado de un fenotipo de susceptibilidad frente a la infección 
con la bacteria Pseudomonas syringae pv. tomato RpmI, respecto a las plantas control. 
Se han centrado esfuerzos en caracterizar la función de Twi1, una supuesta 
glicosiltransferasa con una posible función en la respuesta defensiva. La 
sobreexpresión de la proteína ha permitido el análisis de su actividad enzimática in 
vitro, mostrando actividad glucosiltransferasa frente a los ácidos 2,4-dihidroxibenzoico 
(2,4-DHBA) y 2,4,6-trihidroxibenzoico (2,4,6-THBA). Aplicaciones exógenas con estos 
polifenoles a plantas transgénicas que silencian Twi1 corroboraron su actividad in vivo, 
pues estas plantas mostraron un menor porcentaje de conjugación de 2,4-DHBA y 
2,4,6-THBA y, por consiguiente, una mayor acumulación de ambos metabolitos en su 
forma libre. Por último, se han generado plantas transgénicas de tomate con 
sobreexpresión del gen THT, que codifica un enzima clave en la biosíntesis de las 
HCAA. Estas plantas transgénicas han presentado una mayor acumulación de amidas 
en hojas, flores y frutos de forma constitutiva, respecto a plantas control. Además, en 
respuesta a herida, la cantidad de HCAA en hojas también resultó superior a la 
detectada en plantas control. Las plantas transgénicas THT infectadas con el patógeno 
bacteriano Pseudomonas syringae pv. tomato presentaron una mayor acumulación de 
HCAA y SA, en comparación con plantas control. En consecuencia, estas plantas 
resultaron ser más resistentes a la infección bacteriana, confirmando el papel de las 
HCAA en defensa. 
Tanto la realización de tratamientos exógenos con compuestos fenólicos como la 
obtención de plantas transgénicas con niveles alterados de los mismos han resultado 
estrategias de gran utilidad en la realización de este trabajo, permitiendo profundizar 
en el estudio de la función de estos metabolitos en la respuesta defensiva de las 
plantas frente a ataques patogénicos. 
RESUM 
 
Amb l’objectiu de fer front a atacs patogènics de diversa naturalesa, les plantes 
presenten, de manera constitutiva, barreres físiques naturals i acumulació de certs 
compostos defensius. Addicionalment, les plantes han desenvolupat una sèrie de 
mecanismes de tipus induïble, com ara la resposta immune i el silenciament de RNA, 
que s'activen després de l'entrada del patogen.  
Els metabòlits secundaris de naturalesa fenòlica juguen un paper molt important en la 
resposta defensiva. Aquests metabòlits poden classificar-se en tres grans grups: 
molècules senyal, capaços d'activar aquesta resposta, fitoanticipines, presents de 
manera constitutiva en la planta o preformades, i fitoalexines, que se sintetitzen de 
novo o veuen incrementada la síntesi en resposta a un atac microbià.  
El treball present se centra en l'estudi de la funció que exerceixen l'àcid salicílic (SA), 
l'àcid gentísic (GA) i les amides derivades de l'àcid hidroxicinàmic (HCAA) en la resposta 
defensiva de les plantes. D'entre aquests fenòlics, el SA i el GA podrien classificar-se 
dins del grup de molècules senyal, mentre que les HCAA, considerades fitoalexines, 
actuarien directament sobre l'organisme patogen, a causa de les propietats 
antibacterianes, antifúngiques i/o antioxidants que posseeixen aquestes. 
Per estudiar el paper del SA i del GA en la resposta defensiva, s'han realitzat 
tractaments exògens amb aquests compostos a plantes de Gynura i tomaca infectades 
amb el Viroid de l'Exocortis dels Cítrics (CEVd) i el Virus del Mosaic de la Tomaca 
(ToMV), respectivament. Això ha produït un retard en l'aparició dels símptomes, fet 
que posa de manifest la capacitat d'aquests metabòlits d'activar de manera eficaç la 
resposta defensiva de les plantes. Així mateix, s'ha observat que aquests tractaments 
produeixen l'activació de mecanismes de silenciament de RNA. Els nostres resultats 
estableixen relacions entre la resistència intervinguda per SA o GA i el silenciament 
gènic de RNA, i confirmen el paper d'aquests compostos fenòlics en la resposta 
defensiva. 
S'han obtingut plantes transgèniques amb nivells alterats dels metabòlits objecte 
d'estudi. La sobreexpressió tant en Arabidopsis com en tomaca de GAGT, una 
glicosiltransferasa de GA identificada en tomaca, ha donat lloc a un fenotip metabòlic 
en ambdues espècies, que presenten un major percentatge de conjugació de GA i, en 
conseqüència, una menor acumulació de GA en forma lliure, que és la forma activa del 
compost. En el cas d’Arabidopsis, el fenotip metabòlic de les plantes transgèniques va 
venir acompanyat d'un fenotip de susceptibilitat enfront de la infecció amb el bacteri 
Pseudomonas syringae pv. tomato RpmI, respecte a les plantes control. S'han centrat 
esforços a caracteritzar la funció de Twi1, una suposada glicosiltransferasa amb una 
possible funció en la resposta defensiva. La sobreexpressió de la proteïna ha permés  
l'anàlisi de la seua activitat enzimàtica in vitro, mostrant activitat glucosiltransferasa 
davant dels àcids 2,4-dihidroxibenzoic (2,4-DHBA) i 2,4,6-trihidroxibenzoic (2,4,6-
THBA). Aplicacions exògenes amb aquests polifenols a plantes transgèniques que 
silencien Twi1 van corroborar l'activitat enzimàtica in vivo, ja que les plantes 
transgèniques van mostrar un menor percentatge de conjugació de 2,4-DHBA i 2,4,6-
THBA i, consegüentment, una major acumulació de tots dos metabòlits en la forma 
lliure. Finalment, s'han generat plantes transgèniques de tomaca amb sobreexpressió 
del gen THT, el qual codifica un enzim clau en la biosíntesi de les HCAA. Aquestes 
plantes transgèniques han presentat una major acumulació d’amides en fulles, flors i 
fruits de forma constitutiva, respecte a plantes control. A més, en resposta a ferida la 
quantitat de HCAA en fulles també va resultar superior a la detectada en plantes 
control. Les plantes transgèniques THT infectades amb el bacteri Pseudomonas 
syringae pv. tomato van presentar una major acumulació de HCAA i SA, en comparació 
amb les plantes control. En conseqüència, aquestes plantes van resultar ser més 
resistents a la infecció bacteriana, fet que confirma el paper de les HCAA en defensa. 
Tant la realització de tractaments exògens amb compostos fenòlics com l'obtenció de 
plantes transgèniques amb nivells alterats d'aquests, han resultat estratègies de gran 
utilitat en la realització d'aquest treball, fet que ens ha permés aprofundir en l'estudi 















2,4-DHBA: Ácido 2,4-dihidroxibenzoico 
2,4,6-THBA: Ácido 2,4,6-trihidroxibenzoico 
AGO: Argonauta 
Avr: Avirulencia 
C4H: Cinnamato 4-Hydroxilasa 
CD: p-Cumaroildopamina 
cDNA: DNA complementario 
CEVd: Viroide de la Exocortis de los Cítricos 
CFU: Unidades Formadoras de Colonia 
CNA: p-Cumaroilnoradrenalina 
CO: p-Cumaroiloctopamina 
CP: Proteína de la cápside viral 
CT: Cumaroiltiramina 




dpi: Días post inoculación 
dsRNA: RNA de doble cadena 
ET: Etileno 





GA: Ácido gentísico 
GAGT: Glicosiltransferasa de ácido 
gentísico 
GT: Glicosiltransferasa 
HCAA: Amidas derivadas del ácido 
hidroxicinámico 
hpi: Horas post inoculación 
HPLC: Cromatografía líquida de altas 
prestaciones 
HPLC-MS: Cromatografía líquida de altas 
prestaciones acoplada a espectrometría de 
masas 
 HR: Respuesta hipersensible 
JA: Ácido jasmónico 
MeJA: Jasmonato de metilo 
MeSA: Metil salicilato 
miRNA: MicroRNA 
NahG: Gen de la salicilato hidroxilasa 
PDA: Photodiode array detector 
PAGE: Electroforesis en geles de 
poliacrilamida 
PAL: Phenylalanine Ammonia Liase 
PAMPs: Pathogen-Associated Molecular 
Patterns 
pb: Pares de bases nucleotídicas 
PCR Reacción en Cadena de la Polimerasa 
PR: Pathogenesis-Related 
PRRs: Pattern Recognition Receptors 
PSPG: Plant Secondary Product 
Glycosyltransferase 
PTGS: Post -Transcriptional Gene Silencing 
PTI: PAMP-Triggered Immunity 
RDR: RNA-polimerasa-RNA-dependiente 
RISC: Complejo de silenciamiento inducido 
por RNA 
RMN: Resonancia magnética nuclear 
RNAi: RNA de interferencia 
ROS: Especies reactivas de oxígeno 
RPL2: Proteína ribosomal L2 
RT-PCR: Transcripcción reversa de RNA 
seguida de PCR 
SA: Ácido salicílico 
SAR: Resistencia sistémica adquirida 
siRNAs: Short interfering RNAs 
sRNAs: Small RNAs 
ssRNAs: RNAs de simple cadena 
THT: Tiramina hidroxicinamoil transferasa 
TIC: Total Ion Current 
ToF: Time of Flight 
ToMV: Virus del Mosaico del Tomate 
Tris: Tris-(hidroximetil)-aminometano 
Twi1: Proteína de tomate inducida por 
herida 
TYDC: Tiramina descarboxilasa 
UV: Ultravioleta 
var: Variedad 
vdsiRNAs: Viroid-small-interfering RNAs 
VIGS: Virus Induced Gene Silencing 
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1.  La interacción planta-patógeno  
 
La supervivencia de los seres vivos en la naturaleza depende, en gran medida, de 
su capacidad de adaptación al entorno. Debido a su condición sésil, las plantas se han 
visto obligadas a desarrollar a lo largo de la evolución estrategias muy diversas con el 
fin de hacer frente al estrés, tanto de tipo abiótico (causado por la sequía, la salinidad, 
las temperaturas extremas o la contaminación) como de tipo biótico (provocado por 
mamíferos herbívoros, insectos y gran cantidad de microorganismos). En su ambiente 
natural, las plantas se enfrentan a un elevado número de microorganismos patógenos 
tales como hongos, bacterias, virus y viroides. Sin embargo, pocos son los que 
consiguen atacar y hacer enfermar a las mismas. Las plantas son capaces de protegerse 
frente a este tipo de ataques, consiguiendo así que la enfermedad sea más la 
excepción que la regla. 
Los mecanismos de defensa de las plantas son muy variados y complejos, y se 
componen de múltiples barreras, muy eficaces frente a una amplia variedad de 
organismos patógenos. Estos mecanismos de defensa incluyen tanto barreras físicas y 
químicas existentes en la planta sin necesidad de producirse la infección (resistencia 
pasiva), como una serie de reacciones y mecanismos inducidos a causa de la invasión 
patogénica (resistencia activa). 
La resistencia pasiva se compone de una serie de elementos constitutivos, unos de 
naturaleza estructural (topografía de la superficie foliar, composición y estructura de la 
cutícula, tricomas, estructura de los estomas, pared celular, etc.) y otros de naturaleza 
química. Los compuestos químicos pueden resultar directamente tóxicos para el 
patógeno (compuestos fenólicos, proteínas de defensa, lactonas no saturadas, etc.) o 
bien tratarse de precursores no tóxicos a partir de los cuáles se libera la forma tóxica 
como consecuencia de la infección, como es la liberación de ácido cianhídrico a partir 
de cianógenos. Como se indicará más adelante, en las plantas pueden encontrarse 
miles de compuestos químicos, denominados “secundarios”, muchos de ellos de 
función defensiva (Baker et al., 1997; Bednarek, 2012). 
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Por otro lado, la resistencia activa suele ser inducida de forma específica, gracias a 
ciertos mecanismos que poseen las plantas mediante los cuales son capaces de 
reconocer un inductor patogénico o elicitor. Los mecanismos de reconocimiento 
planta-patógeno han surgido y evolucionado con el paso del tiempo, debido a la 
necesidad del patógeno de emplear los recursos de la planta, y la necesidad de las 
plantas de defenderse. Históricamente, se ha considerado que las moléculas 
susceptibles de ser reconocidas por las plantas y actuar como inductores patogénicos 
deberían ser proteínas del patógeno, necesarias para su supervivencia o 
patogenicidad. Este reconocimiento, generalmente proteína-proteína, activa en las 
plantas lo que se conoce como la respuesta inmune, que actúa como defensa frente a 
diversos patógenos, incluyendo hongos, bacterias y virus. Por otra parte, en las plantas 
puede darse el reconocimiento no sólo de moléculas de naturaleza proteica, sino 
también de moléculas de RNA de origen patogénico. El RNA foráneo es reconocido por 
la planta como un elicitor, lo que activa el mecanismo de silenciamiento de RNA, que 
es el mecanismo de defensa frente a virus más eficaz que poseen las plantas (Nakahara 
y Masuta, 2014). 
Como consecuencia del reconocimiento, en la planta se despliega una compleja y 
coordinada red de señalización interconectada, encargada de activar los mecanismos 
de defensa inducibles (Conejero et al., 1990; Ebel y Cosio, 1994; Nürnberger, 1999). 
Estos mecanismos pueden ser activados por señales endógenas o exógenas, entre las 
que se establecen interacciones sinérgicas o antagónicas. El balance resultante que se 
obtiene como consecuencia de la activación de las diferentes vías de señalización es el 
que determina los cambios transcripcionales, proteicos y metabólicos que se producen 
en la planta, constituyendo una respuesta específica a un estímulo inicial concreto 
(Conejero et al., 1990; Robert-Seilaniantz et al., 2011).  
 
1.1. Respuesta inmune de las plantas 
La activación de la respuesta inmune se produce en la planta como consecuencia 
del reconocimiento de un inductor patogénico, generalmente de naturaleza proteica. 
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Como se ha mencionado anteriormente, este tipo de respuesta defensiva de la planta 
actúa frente a diferentes patógenos, fundamentalmente hongos y bacterias, y también 
algunos virus. La respuesta inmune integra tres procesos: la percepción del patógeno, 
la activación y la señalización de la respuesta defensiva. En los siguientes apartados se 
hará un estudio detallado de los mismos. 
 
1.1.1. Percepción del patógeno 
Para llevar a cabo con éxito la fase de infección, el patógeno debe en primer lugar 
superar las barreras físicas de defensa preexistentes en la planta y penetrar en su 
interior. Los organismos fitopatógenos son de naturaleza muy diversa, por lo cual 
también lo son las formas de entrada. En el caso de las bacterias, éstas penetran en el 
interior de la planta a través de estomas, poros o heridas y proliferan en los espacios 
intercelulares (apoplasto). En cambio, los hongos pueden entrar directamente a través 
de las células epidérmicas, o bien extender sus hifas por la superficie celular. Sin 
embargo y pese a sus diferencias, todos los patógenos poseen algo en común, que es 
la producción y liberación en el interior de las células vegetales de factores que ayudan 
a la creación de un ambiente favorable para la proliferación del patógeno en la planta 
(Jones y Dangl, 2006). Por su parte, la coevolución con los patógenos ha permitido que 
las plantas hayan desarrollado la capacidad de reconocer estos factores, lo que 
produce la activación de la respuesta defensiva, con el fin de limitar el avance de la 
infección patogénica.  
 
El reconocimiento inespecífico: PAMPs 
Los PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patterns) son moléculas asociadas a 
un grupo de patógenos, reconocidas por una amplia variedad de huéspedes y capaces 
de inducir un primer nivel de respuesta defensiva conocido como PTI (PAMP Triggered 
Immunity, Jones y Dangl, 2006; Zipfel, 2014). Suele tratarse de motivos conservados 
entre un tipo de microorganismos, como por ejemplo la flagelina, una proteína 
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presente en el flagelo de las bacterias. Los PAMPs son reconocidos en las células 
vegetales por receptores transmembrana no específicos (PRRs, Pattern Recognition 
Receptors), desencadenando la PTI (Figura 1). Los mecanismos de defensa de la planta 
activados por elicitores o PAMPs incluyen: el refuerzo de la pared celular mediante 
deposiciones de callosa y lignina (Hückelhoven, 2007), la producción de proteínas de 
defensa PR (Pathogenesis-Related), la expresión de genes que codifican las proteínas 
que participan en el establecimiento de barreras físicas que frenan la expansión del 
patógeno y la inducción de enzimas que participan en la biosíntesis de metabolitos 
secundarios antimicrobianos (Broekaert et al., 2006). Así pues, se considera que la 
inducción por PAMPs debe de preparar a la planta en la activación de respuestas 
defensivas adicionales, ya que acelera su respuesta ante posteriores elicitores 









Figura 1. Modelo en ‘zig-zag’ ilustrativo del sistema inmunológico de las plantas. En la Fase I, la 
planta detecta los PAMPs/DAMPs (Pathogen-Associated Molecular patterns/Danger-Associated 
Molecular Patterns) mediante receptores de membrana PRRs (Pattern Recognition Receptors) 
inespecíficos, lo que establece mecanismos de defensa mediados por PAMPs (PTI, PAMP 
Triggered Immunity). En la Fase II, algunos efectores patogénicos pueden interferir con la PTI, 
estableciéndose una susceptibilidad ligada a dichos efectores (ETS, Effector-triggered 
susceptibility). En la Fase III, un determinado efector o factor de avirulencia (Avr) es reconocido 
específicamente por una proteína NB-LRR, activando la inmunidad ligada al efector (ETI, Effector-
triggered immunity). Esto suele resultar en una respuesta hipersensible (HR), causando la muerte 
celular en el lugar de la infección (Adaptado de Jones y Dangl, 2006). 
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Las plantas también pueden detectar la presencia de un agente patogénico y 
originar la respuesta defensiva a través de los DAMPs (Danger-Associated Molecular 
Patterns), que son moléculas producidas como consecuencia del ataque patogénico 
durante el proceso de infección (Matzinger, 2007). Al igual que los PAMPs, el 
reconocimiento de las DAMPs también establece la PTI en la planta. Este tipo de 
respuesta se define como inmunidad mediada por toxina. 
 
El reconocimiento específico: la interacción gen-a-gen 
Un nivel superior de reconocimiento entre planta y patógeno implica la 
interacción específica entre los denominados factores de avirulencia (Avr) del 
patógeno y los productos de los genes de resistencia (R) de la planta, en lo que se 
denomina interacción gen-a-gen (Flor, 1971). Dicha interacción resulta en el 
establecimiento en la planta de un nuevo nivel defensivo, denominado ETI (Effector 
Triggered Immunity). En otras ocasiones la ETI se activa debido al reconocimiento, por 
parte de las proteínas R, de la modificación de otra proteína de la planta, producida 
por el patógeno. La proteína R actúa en este caso detectando la alteración de la 
proteína diana del efector patogénico y promoviendo la respuesta defensiva de la 
planta, lo que se conoce como guard hypothesis (Van der Biezen y Jones, 1998; Dangl y 
Jones, 2001; Jones y Dangl, 2006; van der Hoorn y Kamoun, 2008) (Figura 1). 
En los casos en los que se produce el reconocimiento específico gen-a-gen entre la 
planta (portadora del gen R) y el patógeno (portador del gen Avr), tiene lugar una 
interacción de tipo incompatible. En este tipo de interacción se produce la muerte 
celular alrededor del punto de entrada, dando lugar a un rápido colapso del tejido 
infectado e impidiendo la posterior expansión del patógeno. Esta respuesta se conoce 
como “reacción hipersensible” (Hypersensitive Reaction, HR) y, en la mayoría de casos, 
va acompañada de la activación posterior de una resistencia sistémica adquirida 
(Systemic Acquired Resistance, SAR), no específica, a lo largo de toda la planta. Este 
mecanismo defensivo sitúa la planta en un estado de resistencia de amplio espectro 
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que la protege de posteriores infecciones (Ryals et al., 1996; Beckers y Spoel, 2006; 
Kachoo y Robin, 2013).  
Se han descrito interacciones de tipo incompatible en diferentes sistemas planta-
patógeno. Así, por ejemplo, el ecotipo Col-0 de la especie modelo Arabidopsis thaliana 
es capaz de reconocer a la bacteria Pseudomonas syringae pv. tomato portadora del 
gen de avirulencia AvrRpmI, lo cual da lugar a una interacción de tipo incompatible 
(Debener et al., 1991). La infección de plantas de tomate ‘Rio Grande’, variedad que 
posee el gen de resistencia Pto, con la bacteria Pseudomonas syringae pv. tomato 
portadora del gen de avirulencia AvrPto, también se produce un reconocimiento entre 
genes y por tanto una interacción incompatible (Ronald et al., 1992). Otro ejemplo de 
interacción incompatible viene mediado por los genes de resistencia Tm-1, Tm-2, y Tm-
22, que controlan la infección de plantas de tomate con el Virus del Mosaico del 
Tomate (ToMV) (Pelham, 1966; Hall, 1980).  
Tanto la ausencia del gen de resistencia en la planta, como del gen de avirulencia 
en el patógeno, lleva consigo la falta de reconocimiento y da lugar al desarrollo de 
interacciones de tipo compatible, extendiéndose el patógeno por toda la planta. Por 
esta razón, nos referiremos a este tipo de infección como sistémica y, al no producirse 
HR, no necrotizante. Tal es el caso de cualquiera de las interacciones arriba 
mencionadas en las que no tenga lugar el reconocimiento R-Avr, u otras como la 
infección de plantas de tomate o de Gynura aurantiaca con el Viroide de la Exocortis 
de los Cítricos (Pallás y Flores, 1989). 
 
1.1.2. Activación de la respuesta defensiva de las plantas 
Tras producirse el reconocimiento del patógeno por parte de la planta, tiene lugar 
la activación de la respuesta defensiva. Esta respuesta sucede en dos niveles espacio-
temporales: local y sistémico. La respuesta defensiva local es la primera en activarse, 
aparece en la zona de entrada del patógeno e impide que la infección se extienda a 
toda la planta. La respuesta defensiva sistémica se pone en funcionamiento por 
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mediación de moléculas señal generadas en el lugar de entrada del patógeno, y su 
activación protege a la planta frente a ataques patogénicos posteriores de diversa 
naturaleza. Como se ha mencionado anteriormente, las respuestas local y sistémica se 
asocian con la “reacción hipersensible” (Hypersensitive Reaction, HR) y la resistencia 
sistémica adquirida (Systemic Acquired Resistance, SAR), respectivamente. 
Uno de los acontecimientos más rápidos que tiene lugar a nivel local tras la 
percepción del patógeno es la despolarización de la membrana plasmática de la célula 
vegetal infectada. Esta despolarización va acompañada de variaciones en la 
concentración citosólica de calcio, lo que parece jugar un papel importante en el 
establecimiento de las respuesta defensiva (Ma y Berkowitz, 2007). También se 
produce la activación del complejo NADPH oxidasa, responsable de la aparición 
transitoria de especies reactivas de oxígeno (Reactive Oxygen Species, ROS) como el 
radical superóxido (O2·ˉ) y el peróxido de hidrógeno (H2O2), fenómeno se conoce como 
“explosión oxidativa” (Xiang et al., 1997). Las ROS resultan directamente tóxicas para 
el patógeno y contribuyen significativamente a los mecanismos de defensa de la planta 
(Torres et al., 2006). Además, con la explosión oxidativa se activan algunos genes 
protectores, y la acción conjunta y coordinada de las ROS, del óxido nítrico y del ácido 
salicílico producidos localmente, activa el proceso de muerte celular programada en la 
respuesta hipersensible (Delledonne et al., 1994; Romero-Puertas et al., 2004). 
Por otra parte, a nivel sistémico se observa la aparición de lo que se denomina 
resistencia sistémica adquirida (SAR), que se caracteriza por activarse después de la 
infección de la planta con un patógeno necrosante o tras la aparición de una HR. Este 
tipo de resistencia que adquiere la planta es duradera y actúa contra un amplio 
espectro de organismos patógenos (Ryals et al., 1996; Sticher et al., 1997; Kachoo y 
Robin, 2013). La SAR conlleva la activación, tanto en tejidos locales como distales, de 
numerosos genes de defensa, entre los que se encuentran los correspondientes a las 
proteínas relacionadas con la patogénesis (PR, Pathogenesis-Related) (Ward et al., 
1991; Glazebrook, 1999, 2005; Maleck et al., 2000). La presencia de proteínas de 
defensa PR ha sido ampliamente empleada como marcador de la activación de la 
respuesta defensiva de la planta (van Loon et al., 2006). 
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La acumulación de proteínas PR se ha descrito en, al menos, 13 familias vegetales 
tras la infección con oomicetos, virus, viroides, hongos y bacterias o el ataque de 
nemátodos o insectos, indicando que estas proteínas ejercen un papel general en la 
adaptación a condiciones de estrés biótico (Conejero et al., 1990; van Loon y van 
Strien, 1999; van Loon et al., 2006). Estas proteínas han sido clasificadas en 17 familias 
(van Loon et al., 1994), todas ellas con funciones relacionadas con la limitación del 
avance del patógeno (van Loon et al., 2006). Entre estas funciones se ha descrito su 
actividad antibacteriana, antifúngica e incluso como inhibidores de proteasas 
digestivas de insectos. Sin embargo, su función como proteínas antivirales no parece 
estar muy clara (Cutt et al., 1989, Linthorst et al., 1989). La acumulación de proteínas 
PR responde de diferente manera a distintas señales patogénicas o combinaciones de 
ellas. Por su parte, distintos patógenos inducen la acumulación de diferentes tipos de 
PR, lo que confiere resistencia a microorganismos específicos. Esto explicaría el hecho 
de que plantas transgénicas que sobreexpresan una única o unas pocas de estas 
proteínas resulten sólo eficaces en generar resistencia frente a patógenos muy 
concretos (van Loon et al., 2006).  
La inducción de proteínas PR se ha descrito en interacciones de tipo tanto 
incompatible como compatible. Tal es el caso de la interacción compatible que se 
establece entre plantas de tomate y el Viroide de la Exocortis de los Cítricos (CEVd), 
donde tiene lugar la acumulación de proteínas PR de carácter básico, como el 
marcador de senescencia PR-1b (p14), las proteínas antifúngicas P23, P32, P34 o la 
proteasa P69 (Vera y Conejero, 1988; Vera et al., 1988; García-Breijo et al., 1990; 
Rodrigo et al., 1991, 1993; Domingo et al., 1994).  
 
1.1.3. Señalización de la respuesta defensiva de las plantas 
Puesto que existe una respuesta sistémica, deben existir señales que se generen 
en el punto de infección y que se transmitan al resto de la planta, con el fin de activar 
la respuesta defensiva en tejidos distales. En este sentido, las fitohormonas juegan un 
papel esencial en la señalización de la respuesta frente a diferentes tipos de estrés. El 
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ácido salicílico (SA), el ácido jasmónico (JA) y el etileno (ET) son las principales 
hormonas implicadas en la regulación de la respuesta defensiva de las plantas frente a 
estrés, tanto abiótico como biótico. De hecho, se ha descrito que la infección de 
plantas con agentes patógenos de distinta naturaleza provoca importantes variaciones 
en el nivel de estas hormonas. Por otra parte, mutaciones que conllevan la menor 
producción o percepción de estas moléculas producen un aumento en la 
susceptibilidad a diversos agentes patógenos (Boatwright y Pajerowska-Mukhtar, 
2013; Iqbal et al., 2013; Wasternack et al., 2014). 
Asimismo, se han descrito numerosas interacciones entre las diferentes rutas de 
señalización hormonal implicadas en defensa (Robert-Seilaniantz et al., 2011). 
Mientras las rutas de ET y JA parecen actuar conjuntamente, éstas se comportan como 
antagonistas de la ruta dependiente de SA (Broekaert et al., 2006; Loake y Grant, 
2007). Sin embargo, también se ha observado que bajos niveles de SA y JA actúan 
sinérgicamente, sugiriendo que unos niveles mínimos de ambas hormonas son 
necesarios para la planta (Spoel y Dong, 2008). Debido a la existencia de interacciones, 
una determinada molécula señal puede activar no sólo defensas específicas que 
dependan de ella, sino también producir cambios en la respuesta de la planta mediada 
por otras señales.  
Es evidente que las plantas regulan los niveles de SA, JA y ET, modifican la 
expresión de genes de defensa y coordinan las complejas interacciones entre las 
diferentes rutas de señalización implicadas en la respuesta defensiva, todo ello con el 
fin de activar una respuesta eficaz frente al ataque de diversos organismos patógenos. 
No obstante, el modo mediante el cual la planta coordina este tipo de procesos, los 
mecanismos moleculares que ello implica y cómo, en última instancia, da prioridad a 






El ácido salicílico como molécula señal  
El ácido salicílico (SA) es un compuesto de naturaleza fenólica que se acumula en 
una gran variedad de especies vegetales. En plantas, el SA está implicado en multitud 
de procesos, como la regulación del crecimiento celular, la apertura de estomas, la 
respiración, la germinación y el desarrollo de la semilla, así como la regulación de la 
expresión de genes de senescencia, entre otros. Sin embargo, su función fisiológica 
mejor caracterizada es la de actuar como molécula señal capaz de activar programas 
de defensa inducibles, confiriendo a la planta resistencia frente a patógenos 
(Boatwright y Pajerowska-Mukhtar, 2013). Por otra parte, el SA parece desempeñar 
una función primordial en la activación de HR y SAR, además de ser necesario para el 
desarrollo de los síntomas de enfermedad (O´Donnell et al., 2003). El incremento en 
los niveles endógenos de SA y de sus conjugados en plantas infectadas lleva consigo la 
activación de genes que codifican proteínas PR y el establecimiento de la resistencia de 
la planta (Shah, 2003).  
Numerosos estudios han puesto de manifiesto la importancia del SA en el 
desarrollo de la resistencia local y sistémica. En este sentido, ha sido clave la obtención 
de plantas transgénicas incapaces de acumular ácido salicílico. Se trata de plantas que 
expresan constitutivamente el gen NahG de Pseudomonas putida, que codifica el 
enzima salicilato hidroxilasa. Dicho enzima transforma el SA en catecol. Como 
consecuencia de la falta de SA, estas plantas son incapaces de activar la SAR y, además, 
son más susceptibles al desarrollo de enfermedades que sus parentales (Gaffney et al., 
1993; Delaney et al., 1994; Lawton et al., 1995; Mur et al., 1997).  
 Por otra parte, la aplicación exógena de SA, o de algún análogo funcional 
sintético, promueve en la planta dos fases de expresión génica. En la primera fase, a 
las 2-3 horas después del tratamiento, se expresan enzimas detoxificantes (glutatión-S-
transferasas, glicosiltransferasas, etc.) que ayudan a proteger las células del estrés 
oxidativo (Horvath y Chua, 1996). En la segunda fase, se produce la activación de genes 
codificantes de proteínas de defensa, entre las que destacan las proteínas PR, que 
tiene lugar entre 12-16 horas después de la aplicación del SA (Sticher et al., 1997; 
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Uquillas et al., 2004). Esta aplicación exógena de SA hace más resistente a la planta 
frente a un ataque patogénico (Spletzer et al., 1999; Saikia et al., 2003; Meher et al., 
2011; Wang y Liu, 2012). Concretamente, la proteína de defensa PR1 se emplea como 
marcador clásico de la respuesta a SA y de la activación de la respuesta defensiva de la 
planta (Metzler et al.,  1991; Tornero et al., 1993, van Loon et al., 2006).  
 
Otras moléculas señal implicadas en defensa 
El ácido jasmónico (JA), junto a sus precursores y derivados, conocidos como 
jasmonatos (JAs), son moléculas de naturaleza lipídica (oxipilinas) ampliamente 
distribuidas en el reino vegetal. El JA, producto final de la ruta de los octadecanoides 
(Vick y Zimmerman, 1983), así como el resto de JAs, participa en la respuesta de las 
plantas frente a una gran variedad de factores abióticos e intervienen en diversos 
procesos del desarrollo, siendo el (+)-7-iso-jasmonoil-L-isoleucina el jasmonato 
endógeno bioactivo en Arabidopsis (Fonseca et al., 2009). Numerosos estudios han 
demostrado que la concentración de JA aumenta significativamente en respuesta a 
una infección patogénica o herida, y aplicaciones exógenas inducen la expresión de 
genes relacionados con la defensa de la planta (Wasternack, 2007; Wasternack y 
Hause, 2013; Ghasemi Pirbalouti et al., 2014).  
El etileno (ET) es también una hormona vegetal clave en la regulación de gran 
variedad de procesos fundamentales para el desarrollo de las plantas, tales como la 
maduración de los frutos, el desarrollo de las semillas, la respuesta a agentes 
ambientales estresantes o el ataque de patógenos (Abeles et al., 1992; Iqbal et al., 
2013). En muchos casos, cuando un patógeno entra en contacto con una planta, se 
produce un aumento importante en los niveles de acumulación de ET (Penninckx et al., 
1998; Cohn y Martin, 2005). Dicho compuesto regula gran cantidad de genes 
relacionados con la respuesta defensiva, incluyendo aquellos que codifican proteínas 
PR (Deikman, 1997), enzimas encargadas de la síntesis de fitoalexinas (Ecker y Davis, 
1987) y defensinas (Penninckx et al., 1996) entre otras. Sin embargo, el papel que 
desempeña el ET en la defensa frente a patógenos es algo ambiguo: en algunos casos 
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está implicado en la resistencia, mientras en otros parece estar relacionado con el 
desarrollo de los síntomas de la enfermedad. 
Diversos estudios han demostrado la implicación de otras fitohormonas como el 
ácido abscísico, las auxinas, el ácido giberélico, las citoquininas, los brasinoesteroides y 
las hormonas peptídicas en las rutas de señalización de la respuesta defensiva en 
plantas, menos conocidas en este contexto (Bari y Jones, 2009; Leon-Reyes et al., 
2010a, 2010b). Los estudios más recientes indican que la activación de la SAR no 
depende exclusivamente del SA, si bien esta molécula resulta esencial para dicho 
proceso, sino que conlleva una acción coordinada de diversos compuestos que actúan 
como señal, entre los cuales destacan el glicerol 3-fosfato y el ácido aceláico (Kachroo 
y Robin, 2013; Gao et al., 2014).  
En nuestro laboratorio fue identificado el ácido gentísico, un compuesto de 
naturaleza fenólica y de estructura similar a la del ácido salicílico, pero con un papel 
diferencial en lo que a la activación de la respuesta defensiva de las plantas frente a 
ataques patogénicos se refiere (Bellés et al., 1999). En el siguiente apartado se 
desarrolla con más detalle el posible papel señalizador de este compuesto en la 
interacción planta-patógeno. 
 
El ácido gentísico 
Está ampliamente aceptado que el SA desempeña una función esencial en la 
activación de la respuesta defensiva de las plantas en las interacciones de tipo 
incompatible (Conejero et al., 1990; Yang et al., 1997; Durrant y Dong, 2004). Sin 
embargo, existen muchos menos estudios sobre la inducción de defensas en las 
interacciones de tipo compatible. En este caso, las defensas también se activan pero, al 
no ser reconocido el patógeno, la respuesta se produce tarde y no puede evitarse el 
desarrollo de la enfermedad. Se ha demostrado en algunos casos la implicación del SA 
en la activación de estas defensas (Grant y Loake, 2000; Loake y Grant, 2007), pero aún 
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son muchas las incógnitas que quedan por resolver en el mecanismo de señalización 
de este tipo de interacciones. 
Hace unos años, se llevó a cabo en nuestro laboratorio un estudio de la 
acumulación de compuestos fenólicos presentes en plantas de tomate infectadas con 
el Viroide de la Exocortis de los Cítricos (CEVd), que da lugar a una interacción 
compatible. Como consecuencia de la infección se observó la acumulación de ácido 
2,5-dihidroxibenzoico (ácido gentísico, GA), que alcanzaba niveles mucho mayores que 
los del propio SA (Bellés et al., 1999). La acumulación de SA y GA comenzaba con la 
aparición de los síntomas y aumentaba paralelamente al desarrollo de la enfermedad. 
Los mismos resultados se obtuvieron en otra interacción compatible, la resultante de 
infectar plantas de tomate con el Virus del Mosaico del Tomate (ToMV). En cambio, no 
se observó acumulación de GA y sí de SA en la interacción de tipo incompatible entre 
tomate y Pseudomonas syringae pv. syringae. Otros estudios también han detectado la 
acumulación de GA en plantas de tomate cuyas raíces habían sido colonizadas por 
rizobacterias no patógenicas (Schuhegger et al., 2006), aunque a niveles inferiores a 
los producidos durante una infección. Al parecer, dicha acumulación promueve la 
activación de la respuesta sistémica en la planta, lo que la defiende frente al ataque 
posterior del hongo Alternaria alternata. Además, nuestro grupo ha observado que el 
GA también se acumula como consecuencia de infecciones no necrotizantes en otras 
especies vegetales, como Gynura aurantiaca y Cucumis sativus (pepino) (Bellés et al., 
2006; Fayos et al., 2006). Recientemente se ha descrito que la infección de plantas de 
Arabidopsis con la bacteria Pseudomonas syringae también resulta en la acumulación 
de GA  (Bartsch et al., 2010). 
Por otra parte, se ha visto que el tratamiento exógeno de plantas de tomate con 
GA es capaz de inducir proteínas de defensa PR (P23, P32 y P34) diferentes a las 
inducidas por SA (Bellés et al., 1999), y que aplicaciones exógenas de GA o SA en 
pepino dan lugar a la inducción de actividades defensivas distintas (Bellés et al., 2006). 
En un estudio realizado recientemente en nuestro laboratorio se han analizado los 
cambios metabólicos globales implicados en la interacción tomate-CEVd. Esto ha 
permitido la identificación de diferentes metabolitos implicados en esta respuesta 
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sistémica, y ha puesto de manifiesto que el GA es el metabolito que más fuertemente 
se induce (López-Gresa et al., 2010). Además, se ha descrito que el GA posee una 
importante actividad antifúngica per se (Lattanzio et al., 1994; Kim et al., 2007).  
Todos los datos expuestos sugieren que el GA podría actuar en plantas como una 
señal adicional y complementaria al SA en la activación de la respuesta defensiva en 
infecciones compatibles. 
 
1.2. El silenciamiento génico como mecanismo de defensa de las plantas 
Se han descrito dos estrategias principales existentes en las plantas con el fin de 
hacer frente a las diferentes infecciones patogénicas: la respuesta inmune, tratada en 
detalle en el apartado anterior, y el silenciamiento de RNA. La activación de este 
segundo mecanismo se debe a la capacidad de reconocer moléculas de RNA extrañas 
por parte de la planta y ha sido descrito como el sistema de defensa más eficaz frente 
a virus que poseen las plantas (Nakahara y Masuta, 2014). 
En sentido amplio, se conoce como silenciamiento génico al complejo sistema que 
poseen los organismos eucariotas superiores para regular la expresión génica, tanto a 
nivel transcripcional, participando en procesos de metilación del DNA (RdDM, RNA-
directed DNA methylation), como a nivel post-transcripcional (PTGS, post-
transcriptional gene silencing), a través de mecanismos de RNA de interferencia 
mediados/a por pequeños RNAs. El PTGS implica la detección y eliminación selectiva 
de secuencias de RNA foráneas, aberrantes o sobreacumuladas. A diferencia de los 
animales, hay que destacar que en plantas el silenciamiento no está confinado a 
células individuales, sino que se propaga desde la célula inicialmente afectada a las 
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1.2.1. El silenciamiento génico en plantas 
El silenciamiento génico consiste en una serie de rutas interconectadas que limitan 
la síntesis, estabilidad y traducibilidad del RNA. Todas las rutas tienen en común tres 
etapas: (1) presencia o formación de RNA de doble cadena (dsRNA, double-stranded 
RNA), (2) corte de los dsRNA en pequeños fragmentos de RNA llamados sRNA (small 
RNA), y (3) incorporación del sRNA a un complejo que se asocia de manera específica a 
la molécula diana complementaria en secuencia. Como consecuencia se produce la 
regulación negativa del RNA diana, dando lugar al fenómeno de silenciamiento génico 









Figura 2. Factores implicados en el silenciamiento en Arabidopsis. A) 
Funciones de las proteínas DICER-LIKE (DCL), RNA-polimerasa RNA 
dependiente (RDR), HUA ENHANCER 1 (HEN1) y ARGONAUTE (AGO) 
en las rutas de generación de pequeños RNAs (sRNA). B) Clasificación 
filogenética de las proteínas DCL, RDR y AGO de Arabidopsis. 
(Adaptado de Bologna y Voinnet, 2014).  
 
 
En la primera etapa (1), el RNA de doble cadena puede estar presente 
directamente o puede producirse a partir de un RNA de simple cadena (ssRNA, single-
stranded RNA) por la acción de una RNA polimerasa-RNA dependiente (RNA 
dependent-RNA polymerase, RDR). En la segunda etapa (2), el corte del dsRNA tiene 
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lugar por la acción de endorribonucleasas tipo Dicer-like (DCL). Por último (3), los sRNA 
generados por los enzimas fragmentadores (DCLs) se incorporan al complejo 
denominado AGO-RISC, donde servirán como molde para dirigir el corte específico del 
RNA diana (Figura 2A) (Bologna y Voinnet, 2014). 
Existen diferentes rutas de silenciamiento génico. Para cada una de estas rutas, el 
tamaño de los productos generados a partir del dsRNA es distinto, así como los 
enzimas que participan en cada una de las etapas. En los casos en los que se haya de 
formar el dsRNA a partir de un ssRNA, tiene lugar la participación de RNA polimerasas-
RNA dependientes (RDRs). Esta actividad fue descrita por primera vez en plantas de 
tomate tras la infección con PSTVd (Schiebel et al., 1998). En Arabidopsis existen 6 
RDRs, aunque únicamente RDR1, RDR2 y RDR6 han sido implicadas en rutas de 
silenciamiento (Figura 2B). En cuanto a las endorribonucleasas Dicer-like, se han 
descrito cuatro tipos: DCL1 cataliza la formación de microRNAs de 18-21 nucleótidos. 
DCL2, DCL3 y DCL4 producen siRNAs de 22, 24 y 21 nucleótidos, respectivamente, 
todos ellos procedentes de distintos tipos de dsRNA precursores. La fragmentación del 
dsRNA es facilitada por proteínas de unión a dsRNA (DRB, dsRNA-binding) que 
interactúan de forma específica con las DCLs. Se conocen cinco proteínas de este tipo: 
HYL-1 y DRB 2, 3, 4 y 5. Los siRNAs producidos se estabilizan por la metilación de los 
mismos en el extremo 3’. Dicha metilación es llevada a cabo por una metiltransferasa 
denominada HEN1 (Ruiz-Ferrer y Voinnet, 2009; Bologna y Voinnet, 2014). 
Una vez estabilizados los siRNAs, pueden permanecer en la zona nuclear actuando 
sobre la cromatina, o ser transportados al citoplasma, donde intervendrán en el 
silenciamiento génico post-transcripcional (PTGS). Posteriormente a su 
desplazamiento, una hebra del siRNA se une a uno o varios complejos enzimáticos de 
silenciamiento inducido por RNA (RISC, RNA-Induced Silencing Complexes), que 
rastrean el citosol para encontrar fragmentos de RNA complementarios y actuar sobre 
ellos. En eucariotas, el complejo RISC consta de un dominio helicasa y una proteína 
denominada Argonaute (AGO). Esta proteína contiene un dominio de unión a siRNA 
denominado PAZ (Piwi/Argonaut/Zwille) y otro dominio llamado PIWI que confiere 
actividad endonucleolítica, lo que permite al RISC cortar el RNA. Se han descrito diez 
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tipos de AGO (AGO1 a 10), aunque únicamente se ha demostrado la actividad 
endonucleolítica de AGO1, AGO2, AGO4, AGO7 y AGO10 (Figura 2B). El complejo AGO-
RISC posee especificidad de secuencia, ya que solamente silencia fragmentos de RNA 
complementarios a la hebra de de siRNA que contiene (Ruiz-Ferrer y Voinnet, 2009; 
Bologna y Voinnet, 2014).  
Debido a que gran parte de los virus de plantas conocidos, así como los viroides, 
poseen genomas de RNA que se replican a través de intermediarios de doble cadena, 
el silenciamiento génico se ha considerado como parte del sistema defensivo de las 
plantas frente a este tipo de microorganismos patógenos. No obstante, también se ha 
descrito la participación de diversas rutas de silenciamiento en respuesta a bacterias y 
hongos (Katiyar-Agarwal y Jin, 2010). De igual manera a lo descrito con anterioridad 
para la mayoría de los virus, recientemente se ha descubierto que varias clases de 
microorganismos, incluyendo bacterias y oomicetos, producen también supresores de 
silenciamiento como parte de su arsenal de efectores de virulencia (Navarro et al., 
2008; Pumplin y Voinnet, 2013). Ello sugiere que la disrupción del silenciamiento 
génico es una estrategia de virulencia general, empleada por un gran número de 
microorganismos patógenos de naturaleza muy variada. Independientemente de estos 
recientes hallazgos, en el presente trabajo nos centraremos en el estudio del 
silenciamiento como mecanismo de defensa de las plantas frente a virus y viroides de 
RNA. 
 
1.2.2. El silenciamiento génico como defensa frente a virus 
En 1990 se observó, por vez primera, que en plantas transgénicas en las que se 
había introducido un transgén homólogo a un gen endógeno, se producía la 
inactivación de este último (Napoli et al., 1990). Si el transgén poseía, además, un 
fragmento de secuencia viral, se comprobó que algunas plantas transgénicas que lo 
expresaban eran capaces de superar la enfermedad al poco tiempo de ser inoculadas 
con ese virus (Lindbo et al., 1993). Casi una década más tarde, se observó que los virus 
también podían inducir el silenciamiento de genes endógenos de la planta o de 
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transgenes con similitud de secuencia, estableciéndose así la idea del mecanismo de 
silenciamiento génico como un sistema natural de defensa de las plantas frente a 
infecciones víricas (Ratcliff et al., 1999). Esta hipótesis se reforzó con la observación de 
Hamilton y Baulcombe (1999), al detectar una acumulación de siRNAs de secuencia 
viral en plantas infectadas con virus. Además, este mecanismo podría explicar el 
fenómeno de “protección cruzada”, por el que aquellas plantas capaces de resistir y 
recuperarse de una infección vírica muestran resistencia a otros virus con secuencia 
similar (Ratcliff et al., 1997; Baulcombe, 2003). 
No obstante, aunque el silenciamiento génico se perfila como un mecanismo de 
defensa de las plantas frente a virus, éstos han coevolucionado hasta desarrollar sus 
propios métodos para superar o esquivar dicho silenciamiento. Prácticamente todos 
los virus de plantas codifican proteínas supresoras que inhiben el silenciamiento de 
RNA (Nakahara y Masuta, 2014). Entre las proteínas supresoras del silenciamiento 
viral, el modo de acción más común es el de inhibir la biogénesis de los siRNAs o 
secuestrar las moléculas de siRNAs para evitar su incorporación al complejo AGO-RISC. 
También pueden unirse a algunos componentes de la ruta de silenciamiento tales 
como AGO1 (Nakahara y Masuta, 2014).  
Poniendo en juego los componentes de la ruta del silenciamiento mencionados en 
el apartado anterior, éstos actuarían contra virus de plantas según se explica a 
continuación de manera esquemática. Las regiones de dsRNA del virus de RNA son 
jerárquicamente procesadas por las ribonucleasas DCL4, DCL3 y DCL2 para dar lugar a 
pequeños RNA de interferencia (siRNAs) primarios. Los siRNAs generados se 
incorporan a los complejos AGO-RISC. El siRNA dirige la actividad endorribonucleasa 
del complejo AGO-RISC contra RNAs virales que contengan secuencias 
complementarias al siRNA primario. La actividad de las RNA polimerasas-RNA 
dependientes (RdRps o RDRs) del huésped, tales como RdRp1 ó RdRp6, podría generar 
más dsRNAs, que serían cortados por las DCLs 2 y 4 para producir siRNA secundarios, 
que podrían incorporarse de nuevo a los complejos AGO-RISC. Este fenómeno de 
amplificación del silenciamiento viral se conoce como transitividad (Carr et al., 2010; 
Llave, 2010). 
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Podríamos concluir que el silenciamiento de RNA es un potente mecanismo de 
defensa frente a virus que presenta una notable especificidad y adaptabilidad. Los 
virus, por su parte, han desarrollado factores de supresión que interfieren con este 
silenciamiento de RNA (Ding y Voinnet, 2007). 
 
1.2.3. El silenciamiento génico como defensa frente a viroides 
Por sus peculiares características, los viroides han sido propuestos como 
“supervivientes” del denominado “mundo de RNA” (Flores et al., 2014). Se trata de 
pequeñas moléculas de RNA de 250-400 pb de simple cadena, circulares, desnudos, 
con un elevado porcentaje de estructura secundaria y que se caracterizan por tener 
una secuencia nucleotídica que no codifica proteínas. Los viroides emplean 
características de su propia secuencia de RNA para alterar y posiblemente utilizar los 
mecanismos de silenciamiento de RNA (Gómez et al., 2009). Estos patógenos pueden 
producir enfermedades en diferentes plantas y ser capaces de causar una gran 
variedad de síntomas que, en ocasiones, se asemejan a los producidos por infecciones 
virales (Conejero et al., 1990; Agrios, 2005; Di Serio y Flores, 2008; Ding, 2009). 
Al igual que ocurre con los virus, cuando una planta es infectada por moléculas 
viroidales, éstas pueden activar las rutas del silenciamiento génico, pudiéndose 
detectar una acumulación de sRNAs de secuencia viroidal en el tejido infectado. Este 
fenómeno ha sido descrito en numerosos sistemas viroide/planta huésped (Itaya et al., 
2001; Martínez de Alba et al., 2002; Markarian et al., 2004; Vogt et al., 2004; Gómez y 
Pallás, 2007; Carbonell et al., 2008; St-Pierre et al., 2009; Martínez et al., 2010; Ivanova 
et al., 2014). 
Si el papel del silenciamiento génico en la infección viroidal fuera estrictamente el 
de defensa, sería de esperar que una mayor acumulación de los siRNAs de secuencia 
viroidal viniera acompañada de un descenso en la intensidad de síntomas producidos, 
o en una disminución de los niveles de RNA viroidal en la planta. Sin embargo, esta 
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correlación se ha encontrado sólo en algunos casos (Martínez de Alba et al., 2002), 
mientras que en otros, o bien no se puede establecer relación alguna entre estos 
factores (Papaefthimiou et al., 2001), o incluso una mayor presencia de siRNAs en la 
planta coincide con una mayor virulencia y acumulación de RNA del viroide (Itaya et 
al., 2001). Por otra parte, la demostración de que las formas maduras del Viroide del 
Tubérculo Fusiforme de la Patata (Potato Spindle Tuber Viroid, PSTVd) y del Viroide del 
Enanismo del Lúpulo (Hop Stunt Viroid, HSVd) pueden simultáneamente inducir y 
resistir este mecanismo defensivo en tomate (Itaya et al., 2007) y en Nicotiana 
benthamiana (Gómez y Pallás, 2007), indica que los viroides pueden ser al mismo 
tiempo inductores, dianas potenciales y evasores del silenciamiento de RNA. El 
elevado apareamiento entre sus bases les confiere una estructura de RNA de doble 
cadena y hace que puedan ser considerados por una parte como inductores del 
silenciamiento, puesto que sobre dicha estructura actuarían las DCLs, y por otra como 
evasores del mismo, puesto que no pueden ser diana de corte de los AGOs (Pumplin y 
Voinnet, 2013). 
Así pues, aunque todavía no se dispone de datos suficientes para determinar si la 
activación de este mecanismo por parte del viroide corresponde a un intento de 
defensa de la planta, o si este hecho pertenece al propio desarrollo de la enfermedad 
viroidal (Conejero, 2003), la segunda hipótesis parece ser la más probable según varios 
autores (Papaefthimiou et al., 2001; Wang et al., 2004; Markarian et al., 2004; 
Matousek et al., 2007; Gómez et al., 2008, 2009; Martínez et al., 2010). No obstante, el 
conjunto de procesos por los que los viroides producen síntomas en las plantas  aún no 
está del todo esclarecido (Navarro et al., 2012).  
 
1.2.4. Relación entre silenciamiento de RNA y resistencia inducida por SA 
Como se ha comentado anteriormente, el ácido salicílico (SA) juega un papel 
central en la señalización de SAR y es necesario para el desarrollo de HR en infecciones 
virales, entre otras (Álvarez, 2000; Hammerschmidt, 2009). Por otra parte, el 
silenciamiento génico es un potente y específico mecanismo de defensa frente a 
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patógenos de RNA (Ding y Voinnet, 2007). Numerosas pruebas apuntan a que existe 
cierta conexión y solapamiento entre la señalización mediada por SA y el 
silenciamiento de RNA (Carr et al., 2010).  
La relación entre la resistencia inducida por SA y RdRp1 se observó por primera 
vez en plantas de tabaco tratadas con SA, que mostraron tanto inducción del gen 
NtRDR1 como un incremento en su actividad (Xie et al., 2001). Se han caracterizado 
ortólogos del gen NtRDR1 en otras especies, tales como Nicotiana glutinosa (NgRDR1), 
N. benthamiana (NbRDR1m), A. thaliana (AtRDR1), Medicago truncatula (MtRDR1) y 
arroz (OsRDR1), induciéndose en todas ellas tanto por infección vírica como por 
tratamientos con SA (Yu et al., 2003;  Yang et al., 2004; Quilis et al., 2008; Liu et al., 
2009). La inducción de la actividad RdRp1 no es el único mecanismo de resistencia viral 
regulado por SA que existe en plantas (Singh et al., 2004). Recientemente, RDR6 ha 
sido propuesto como un modulador de PTI y de ETI (Boccara et al., 2014), estando 
ambas respuestas reguladas por SA.  
Otra prueba que sugiere que el silenciamiento de RNA y la resistencia inducida por 
SA están relacionados proviene de experimentos que muestran cómo ciertas proteínas 
supresoras del silenciamiento viral también suprimen la defensa mediada por SA. En 
este sentido, Ji y Ding (2001) observaron que la proteína supresora 2b del Virus del 
Mosaico del Pepino permitía al virus eludir la resistencia inducida por SA, 
permitiéndole replicarse y tener un movimiento local. Por su parte, la proteína 
supresora del silenciamiento P1/HCPro del Virus del Grabado del Tabaco (Tobacco Etch 
Virus, TEV) también altera la señalización mediada por SA (Alamillo et al., 2006). 
Asimismo, el supresor P6 del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) reprime la 
respuesta mediada por SA, provocando un aumento en la susceptibilidad a patógenos 
de tipo biótrofo (Love et al., 2012).  
Además de estas conexiones descritas entre la señalización mediada por SA y el 
silenciamiento de RNA, diversos autores establecen similitudes entre el modelo de zig-
zag propuesto para la respuesta inmune (Figura 1) y el silenciamiento génico. Dichas 
similitudes se basan principalmente en que los supresores de silenciamiento descritos 
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no sólo para virus, sino también para bacterias, actuarían del mismo modo que los 
efectores producidos por las bacterias para limitar la PTI. Por su parte, las plantas 
desarrollarían sistemas de defensa contra la supresión del silenciamiento génico 
producido por los patógenos, aportando así nuevos ejemplos de la interminable 
carrera de armas moleculares entre el patógeno y la planta (Peláez y Sánchez, 2013; 
Pumplin y Voinnet, 2013; Nakahara y Masuta, 2014). 
Así pues, la respuesta defensiva de las plantas integra un amplio abanico de 
procesos de reconocimiento, señalización y activación de las defensas protagonizados 
por factores de naturaleza peptídica y nucleotídica. Un componente fundamental de 
esta respuesta es la síntesis y acumulación de una gran variedad de metabolitos de 
muy diversa naturaleza química que, al igual que sucede con los factores antes 
mencionados, pueden mostrar actividad antipatogénica directa y, a su vez, participar 
en los procesos de señalización implicados en la interacción planta-patógeno. Por su 
extrema complejidad, el estudio de estos metabolitos y su relación con la respuesta 
defensiva de la plantas merece un capítulo aparte.  
  
2. Los metabolitos secundarios en el sistema defensivo de las plantas  
 
Las plantas producen gran cantidad de compuestos orgánicos, clasificados en 
metabolitos primarios y secundarios según sean o no esenciales para el organismo. Los 
primarios, tales como lípidos, nucleótidos, aminoácidos, fitoesteroles y ácidos 
orgánicos, se consideran indispensables para el mantenimiento de las funciones vitales 
de la planta, estando presentes en todas ellas, sin excepción. Los metabolitos 
denominados “secundarios”, a diferencia, se han considerado tradicionalmente como 
no esenciales y varían ampliamente según la especie. No obstante, los metabolitos 
secundarios presentan múltiples propiedades biológicas de tipo antibiótico, insecticida 
o herbicida, entre otras, resultando indispensables para la adaptación al entorno y la 
supervivencia de un elevado número de especies vegetales. Muchos de estos 
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compuestos son importantes en la planta a la hora de atraer insectos polinizadores, 
animales que dispersen las semillas y, de forma destacada, protegerla frente a posibles 
ataques e infecciones patogénicas (Buchanan et al., 2002). 
Atendiendo a su estructura química, pueden establecerse tres grandes grupos de 
compuestos que conforman el metabolismo secundario de las plantas: terpenos, 
compuestos fenólicos y compuestos nitrogenados, entre los que destacan los 
alcaloides (Korkina, 2007). El presente trabajo se centra en el estudio de compuestos 
de naturaleza fenólica y su papel en la interacción planta-patógeno. Por ello, esta 
familia de compuestos se trata en detalle en el siguiente apartado. 
 
2.1. Metabolitos secundarios de naturaleza fenólica 
Los compuestos fenólicos constituyen un grupo extraordinariamente numeroso de 
metabolitos secundarios, muy variable en lo que a estructura y función biológica se 
refiere (Beggs et al., 1987; Christie et al., 1994; Dixon y Pavia, 1995). Se caracterizan 
por contener anillos aromáticos y presentar un origen biosintético común en la 
llamada ruta del siquimato-corismato. El ácido siquímico, que se obtiene a partir del 
fosfoenolpiruvato y la eritrosa 4-fosfato, da lugar al ácido corísmico (Figura 3). El ácido 
corísmico es el precursor de diferentes metabolitos y, particularmente, de los 
aminoácidos aromáticos fenilalanina, tirosina y triptófano (Weaver et al., 1997). A su 
vez, la fenilalanina es el precursor central de la importante familia de los 
fenilpropanoides, que se caracterizan por poseer un esqueleto carbonado del tipo C6-

























Figura 3. Biosíntesis de aminoácidos aromáticos a partir del siquimato y derivados de la 
fenilalanina a través de la ruta de los fenilpropanoides (Adaptado de Iriti y Faoro, 2009). 
 
La desaminación de la fenilalanina, paso que cataliza el enzima fenilalanina 
amonio-liasa (PAL, Figura 3), da lugar al ácido cinámico que, a su vez, es el precursor de 
los hidroxicinamatos, obtenidos tras una serie de hidroxilaciones del anillo bencénico 
(Figura 4). Las Gramíneas son capaces de sintetizar el ácido cumárico a partir de Tyr 
mediante la tirosina amonio-liasa (TAL), mientras la inmensa mayoría de especies 
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vegetales sólo pueden sintetizarlo partiendo del ácido cinámico. A partir del ácido 
cumárico tiene lugar la síntesis de los ácidos cafeico, ferúlico y sinápico, mediante 
reacciones de hidroxilación y metilación. Todos estos ácidos raramente se acumulan 
en su forma libre en las células vegetales, sino que tienden a conjugarse con azúcares, 
glúcidos de la pared celular, ácidos orgánicos o aminoácidos, así como sufrir otras 
modificaciones para dar lugar a nuevos compuestos. Por ejemplo, a partir de los ácidos 
cumárico, ferúlico y sinápico, que se reducen a los alcoholes correspondientes 
mediante intermediarios aldehído, se obtienen los denominados monolignoles. La 
dimerización o polimerización de los monolignoles da lugar a los lignanos y la lignina, 
respectivamente (Figura 4). Por ello se considera a dichos ácidos como precursores 
biosintéticos de la gran mayoría de los compuestos derivados de la ruta de los 
fenilpropanoides (Marco, 2006).  
Los ácidos derivados del benzoico e hidroxibenzoico (C6-C1), tales como el ácido 
salicílico (SA), representan otro grupo de derivados del ácido cinámico, formados por 
el corte de un fragmento C2 de la estructura del fenilpropano (Figura 4) (Hahlbrock y 
Scheel, 1989; Iriti y Faoro, 2004). Sin embargo, es importante destacar que, 
dependiendo de la especie vegetal y de la situación (ejemplo: durante el ataque de 
patógenos), el SA también puede ser sintetizado directamente a partir del corismato-
isocorismato (Figura 3), por acción del enzima isocorismato sintasa (ICS) (Wildermuth 
et al., 2001).  
Entre sus muchas funciones, los compuestos fenólicos desempeñan un papel muy 
importante en la resistencia frente al ataque de patógenos (Dixon et al., 2002). Los 
compuestos de defensa de las plantas pueden clasificarse en tres grupos principales: (i) 
moléculas señal, capaces de activar la respuesta defensiva, (ii) fitoanticipinas, 
presentes en la planta de manera constitutiva o preformados, y (iii) fitoalexinas, que se 
sintetizan de novo o ven aumentada su síntesis en respuesta a un ataque microbiano 
(van Etten et al., 1994). Los compuestos de naturaleza fenólica se encuentran 





















Figura 4. Ruta de los fenilpropanoides. Etapas principales para dar lugar a los ácidos benzoicos, 
los hidroxicinamatos (ácidos cumárico, ferúlico y sinápico) y la lignina. Abreviaturas de los 
enzimas: CA4H, cinamato-4-hidroxilasa; C3H, cumarato-3-hidroxilasa; CAD, cinamil alcohol 
deshidrogenasa; CCR, cinamil: CoA reductasa; CL, 4-cumarato: CoA ligasa; PAL, fenilalanina 
amonio-liasa (Adaptado de Iriti y Faoro, 2009). 
  
 
Polímeros como la lignina o la suberina, considerados como fitoanticipinas,  
resultan de importancia fundamental para la planta, debido a que impermeabilizan y 
dan rigidez a la pared celular, además de proporcionar resistencia mecánica (Buchanan 
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et al., 2002). Otros fenólicos, como el ácido salicílico y su derivado metabólico el ácido 
gentísico, considerados como moléculas señal de la respuesta defensiva, así como las 
amidas derivadas del ácido hidroxicinámico, enmarcadas dentro del grupo de las 
fitoalexinas, resultan de especial interés en el presente trabajo. Por ello, estos 
compuestos serán tratados de forma independiente y en detalle en los siguientes 
apartados. 
 
2.1.1. Ácidos salicílico y gentísico  
El ácido 2-hidroxibenzoico o ácido salicílico (SA), es un compuesto de naturaleza 
fenólica presente en una gran variedad de plantas. Este compuesto resulta de especial 
interés para la industria farmacéutica, debido a su efecto analgésico, antiinflamatorio y 
antipirético. El SA juega un papel central en la señalización de la respuesta defensiva 
de las plantas y la activación de programas de defensa inducibles, confiriendo a la 
planta resistencia frente a patógenos (apartado 1.1.3).  
Como se ha mencionado en el apartado anterior, el SA se sintetiza en la planta a 
partir de la fenilalanina a través de la ruta de los fenilpropanoides (Figura 4), que tiene 
lugar en el cloroplasto (Sticher et al., 1997), si bien es la ruta biosintética del 
isocorismato (Figura 3), que transcurre en el citosol, la fuente principal de SA durante 
la infección patogénica y el establecimiento de la SAR (Willdermuth et al., 2001). La 
hidroxilación en C5 del SA da lugar al ácido 2,5-dihidroxibenzoico o ácido gentísico 
(GA). Este proceso fue descrito por primera vez en tejido animal (Lutwak-Mann, 1943), 
y posteriormente en microorganismos (Walker y Evans, 1952) y en plantas (Ibrahim y 
Towers, 1959). El GA podría actuar en plantas como una molécula señal adicional y 
complementaria al SA en la activación de la respuesta defensiva frente a diferentes  
infecciones (Bellés et al., 1999, 2006; Schuhegger et al., 2006; López-Gresa et al., 2010) 
(apartado 1.1.3). 
Varios estudios han puesto de manifiesto que ciertas modificaciones del SA 
proporcionan respuestas defensivas específicas. Tal es el caso de la conjugación del SA 
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con aminoácidos, que tiene un importante papel en algunas respuestas defensivas 
(Nobuta et al., 2007), o su metilación para dar metil-salicilato (MeSA), que ha sido 
descrito como la señal móvil implicada en la activación de la SAR en tabaco (Park et al., 
2007). Recientemente se han obtenido plantas transgénicas de tomate que silencian la 
metiltransferasa de SA (SAMT) (Ament et al., 2010). Dichas plantas transgénicas 
resultaron ser menos susceptibles a la infección con el hongo Fusarium oxysporum,  
confirmando que la conversión del SA a MeSA influye en la respuesta defensiva de las 
plantas. Otra modificación muy común de los hidroxibenzoatos es la glicosilación o 
conjugación a una molécula de azúcar. De hecho, estos compuestos no suelen 
encontrarse en forma libre en las plantas, sino que se acumulan en forma de 
glicoconjugados. El SA aparece conjugado a una molécula de glucosa para formar SA-
O-β-glucósido (Enyedi et al., 1992; Malamy et al., 1992), mientras el GA aparece 
conjugado tanto a glucosa en Arabidopsis (Dean y Delaney, 2008) como a xilosa en 
tomate y Medicago truncatula (Fayos et al., 2006; Stochmal et al., 2009). Debido a las 
implicaciones fisiológicas de la glicosilación y su relevancia en la respuesta defensiva 
de las plantas esta modificación de los metabolitos secundarios será tratada más 
adelante (apartado 2.2). 
 
2.1.2. Amidas derivadas del ácido hidroxicinámico  
Entre los compuestos de naturaleza fenólica caracterizados por la presencia de 
nitrógeno en su molécula se encuentran las amidas derivadas del ácido 
hidroxicinámico (HCAA), presentes en una gran variedad de especies vegetales 
(Martin-Tanguy et al., 1978). Las HCAA están formadas por la condensación de los 
ácidos hidroxicinámicos, procedentes de la ruta de biosíntesis de los fenilpropanoides, 
tales como el cumárico y el ferúlico, con diferentes aminas (Figura 5). Entre éstas, se 
han encontrado poliaminas alifáticas como la putrescina y la espermidina o aminas 
aromáticas β-feniletilaminas como la tiramina y la fentermina, formando parte de 
diferentes HCAA (Hahlbrock y Scheel, 1989; Strack, 1997).  
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Atendiendo a sus propiedades químicas, se distinguen dos grupos de HCAA. Por un 
lado están las amidas básicas, solubles en agua, que presentan aminas alifáticas en su 
molécula (putrescina, cadaverina, espermidina) y por otro las amidas neutras, 
insolubles en agua, que contienen aminas aromáticas, como la tiramina o la 













Figura 5. Biosíntesis de HCAA. Síntesis de feruloiltiramina a partir de tirosina. 4CL, 4-cumarato 
ligasa; PAL, fenilalanina amonio liasa; THT, tiramina hidroxicinamoil transferasa; TYDC, tirosina 
descarboxilasa. 
 
La presencia de HCAA ha sido descrita en todo el reino vegetal, generalmente 
como constituyentes fenólicos de flores, semillas y granos de polen (Bottcher et al., 
2008; Luo et al., 2009; Handrick et al., 2010). Estas amidas se han visto implicadas en 































también en procesos fisiológicos, como la tuberización en patata (Paynot et al., 1983). 
Sin embargo, la función fisiológica mejor caracterizada de las HCAA es la de participar 
en programas de defensa inducibles como componentes finales de la respuesta 
defensiva de la planta frente a diversos ataques patogénicos (Bassard et al., 2010).  
Se ha descrito la inducción de la síntesis de HCAA en diferentes tejidos de la planta 
en respuesta a varios tipos de estrés, incluyendo tratamiento con elicitores, herida o 
infecciones patogénicas (Hahlbrock y Scheel, 1989; Keller et al., 1996; Pearce et al., 
1998; Schmidt et al., 1998; Newman et al., 2001). Diversos estudios han puesto de 
manifiesto la acumulación de amidas en plantas en respuesta a infecciones 
patogénicas, normalmente en interacciones de tipo incompatible (von Roepenack et 
al., 1998; McClusky et al., 1999). Por ejemplo, en el estudio de la interacción entre 
cebada (Hordeum vulgare) y el hongo Blumeria graminis f. sp. hordei, que da lugar a 
una respuesta hipersensible (HR), se observó un aumento en los niveles de HCAA 
derivadas de putrescina, espermidina y espermina durante los cuatro días posteriores 
a la infección (Cowley y Walters, 2002a).  
La acumulación de HCAA ha sido extensamente descrita en especies vegetales 
pertenecientes a la familia de las Solanáceas (Clarke, 1982; Keller et al., 1996; Negrel y 
Javelle, 1997). Tal es el caso de amidas derivadas de tiramina y octopamina, que son 
sintetizadas e integradas en la pared celular de tubérculos de patata en respuesta a un 
ataque fúngico (Clarke, 1982), o la acumulación de cumaroiltiramina (CT) y 
feruloiltiramina (FT) en plantas de pimiento infectadas con la bacteria Xanthomonas 
campestris (Newman et al., 2001). También durante la respuesta hipersensible (HR) de 
plantas de tabaco cultivar ‘Xanthi-nc’ frente a la infección con el virus del mosaico del 
tabaco (TMV), se observó la acumulación de gran cantidad de HCAA, incluyendo 
feruloilputrescina y feruloiltiramina. Se sugirió entonces que esos altos niveles de 
amidas eran requeridos para el desarrollo de las lesiones necróticas características de 
la HR, formadas con el fin de limitar el movimiento del virus y prevenir una infección 
sistémica (Martin-Tanguy et al., 1973, 1976). También en el estudio de la interacción 
incompatible de plantas de tomate cultivar ‘Rio Grande’ infectadas con la bacteria 
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Pseudomonas syringae pv. tomato se detectó la acumulación de p-
cumaroiloctopamina y p-cumaroilnoradrenalina (von Roepenack-Lahaye et al., 2003). 
En nuestro laboratorio se llevó a cabo la infección de plantas de tomate ‘Rutgers’ 
con la bacteria Pseudomonas syringae pv. tomato, donde se detectó la acumulación de 
CT y FT, así como las HCAA de dopamina cumaroildopamina y feruloildopamina. 
Además de la acumulación de amidas, las plantas de tomate infectadas presentaron 
una rápida y fuerte acumulación de ácido salicílico (Zacarés et al., 2007). 
Recientemente hemos detectado en esta misma interacción la acumulación de otras 
amidas, derivadas de la unión de octopamina y noradrenalina con los ácidos cumárico 
y ferúlico (López-Gresa et al., 2011).  
Se han propuesto dos funciones principales de las HCAA en la respuesta defensiva 
de la planta. Por un lado, pueden ser incorporadas a la pared celular con el fin de 
fortalecerla contra la degradación microbiana. Varios estudios han puesto de 
manifiesto que HCAA de tiramina son sintetizadas en el citosol y transportadas a la 
pared celular, donde son entrecruzadas mediante peroxidasas, en respuesta a herida o 
infección patogénica (Clarke, 1982; Negrel y Lherminier, 1987; Hagel y Facchini, 2005). 
Dicha acumulación, junto con otros compuestos fenólicos de la pared celular, crea una 
barrera contra los agentes patógenos, reduciendo la digestibilidad de la pared celular 
o, en el caso de los hongos, inhibiendo el crecimiento de las hifas (Grandmaison et al., 
1993). Por otro lado, las HCAA pueden actuar directamente como agentes 
antimicrobianos per se. Entre las diferentes amidas, la CT posee actividad 
antibacteriana in vitro, mientras la FT presenta actividad tanto antibacteriana como 
antifúngica (Fattorusso et al., 1999; Newman et al., 2001). Las HCAA de dopamina 
también muestran una notable acción bactericida (Zacarés et al., 2007), y la 
feruloilnoradrenalina presenta una elevada capacidad antioxidante (López-Gresa et al., 
2011). 
De entre los enzimas que participan en la ruta de biosíntesis de las HCAA (Figura 
5), el enzima tiramina hidroxicinamoil transferasa (THT; EC 2.3.1.110) se considera 
clave en dicho proceso (Negrel y Martin, 1984; Negrel y Javelle, 1997; Schmidt et al., 
Introducción  
32 
1999; Facchini et al., 2002). Se ha descrito la inducción del gen THT en respuesta a 
herida, tratamiento con elicitores e infección con patógenos (Villegas y Brodelius, 
1990; Negrel et al., 1993; Schmidt et al., 1998), lo cual sugiere un papel general para 
THT en la respuesta defensiva de la planta. Este enzima fue aislado por primera vez en 
tabaco (Negrel y Martin, 1984), y ha sido purificado de ésta y otras especies, como 
patata y adormidera. Estudios de especificidad con enzimas purificados frente a 
diferentes aceptores, indican que THT presenta mayor afinidad por la tiramina, seguida 
de la octopamina y la dopamina (Hohlfeld et al., 1996; Negrel y Javelle, 1997; Yu y 
Facchini, 1999). En tomate, THT está codificado por una familia multigénica. 
Concretamente, se han identificado cuatro genes que codifican THT, de entre los 
cuales tomTHT1-3 es el que más se induce en respuesta a la infección con 
Pseudomonas syringae pv. tomato (von Roepenack-Lahaye et al., 2003). 
Con el fin de estudiar la función de THT en la biosíntesis de HCAA, se han obtenido 
plantas transgénicas de sobreexpresión del gen THT en diferentes especies. Se 
encontró que plantas transgénicas de tabaco con un aumento en la actividad THT no 
mostraron diferencias constitutivas en el contenido en HCAA respecto a plantas 
control. Sin embargo, en respuesta a herida las plantas transgénicas mostraron 
elevados niveles de CT y FT, muy superiores a los detectados en las plantas control 
(Hagel y Facchini, 2005). Del mismo modo, la sobreexpresión del gen THT de pimiento 
en plantas transgénicas de arroz, aunque no produjo un incremento en el contenido de 
HCAA, aumentó notablemente la cantidad de amidas en plantas transgénicas 
suplementadas con tiramina, respecto a plantas control (Lee et al., 2007). Estos 
autores propusieron que la falta de acumulación de HCAA en las plantas transgénicas 
de arroz no suplementadas podía deberse a una limitación de sustrato en esta especie, 
es decir, a los bajos niveles basales de tiramina disponible para la formación de HCAA. 
La sobreexpresión de THT en especies vegetales que presenten mayores niveles 
basales de aminas, como es el caso del tomate, que contiene elevados niveles de 
tiramina y serotonina (Feldman y Lee, 1985; Kang et al., 2009), podría confirmar esta 
hipótesis. Sin la limitación de sustrato, estas plantas transgénicas podrían acumular 
HCAA de manera constitutiva. Además, permitirían llevar a cabo estudios sobre la 
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función de THT en la biosíntesis de HCAA y acerca del papel que juegan estos 
compuestos en la respuesta defensiva de la planta. 
 
2.2. Modificaciones de los metabolitos secundarios 
A través del metabolismo secundario, las plantas producen una gran diversidad de 
compuestos de bajo peso molecular. Además de por la enorme cantidad de rutas 
metabólicas implicadas, la variedad de estos compuestos es aún mayor gracias a 
reacciones adicionales de hidroxilación, metilación, acilación o conjugación (Gachon et 
al., 2005). La glicosilación o conjugación a una molécula de azúcar es una de las 
modificaciones más comunes de los metabolitos secundarios relacionada con la 
regulación y la llevan a cabo unos enzimas denominados glicosiltransferasas (GTs).  
 
2.2.1. La glicosilación en plantas 
Las plantas poseen más genes codificantes de GTs que ningún otro organismo 
secuenciado hasta la fecha. Ello se atribuye a la compleja red de polisacáridos que 
forma la pared celular y que requiere multitud de GTs para su biosíntesis, pero 
también a la enorme cantidad de metabolitos secundarios glicosilados que existen en 
las plantas (Lim y Bowles, 2004; Roychoudhury y Pohl, 2010). Según su secuencia y 
plegamiento, así como por la estereoquímica de la reacción que catalizan, las 
glicosiltransferasas se clasifican en un total de 96 familias. La mayoría de las GTs son 
codificadas por grandes familias multigénicas, que en algunos casos comprenden 
cientos de genes. Por ejemplo, la familia 1, que engloba las GTs implicadas en la 
glicosilación de metabolitos secundarios, está compuesta por 122 genes en 
Arabidopsis thaliana, mientras que en Oryza sativa Japonica se han identificado hasta 
la fecha 202 (Hansen et al., 2010; base de datos CAZy, www.cazy.org). En la actualidad 




La especificidad de sustrato de las GTs suele ser mayor hacia el donante del azúcar 
que hacia la molécula aceptora. En general, el sustrato más empleado por las GTs 
como donante de azúcar suele ser la glucosa uridinilada (UDPG), aunque existen GTs 
que emplean otros azúcares activados con UDP (Vogt y Jones, 2000).  
Las GTs implicadas en la glicosilación de metabolitos secundarios en plantas son 
enzimas citosólicos (Hart et al., 2007). Estas glicosiltransferasas presentan un motivo, 
de aproximadamente 40 aminoácidos, altamente conservado (entre un 60 y un 80% de 
similitud), denominado PSPG (Plant Secondary Product Glycosyltransferase) (Hughes y 
Hughes, 1994) (Figura 6). Este motivo incluye también una secuencia, de unos 25 
aminoácidos, que suele estar presente en todas las GTs. Dicha secuencia, localizada en 
la región C-terminal de la proteína, parece ser el sitio de unión del UDP. Varios 
estudios han demostrado que ciertas mutaciones en los aminoácidos de estas 
secuencias conservadas afectan a la interacción proteína-UDP (Kubo et al., 2004; Hans 
et al., 2004). Exceptuando el motivo PSPG, la similitud de secuencia entre las GTs es, 
por lo general, muy baja (en torno al 10%). En cuanto al extremo N-terminal, parece 
que éste podría ser el encargado de interaccionar con el sustrato aceptor del azúcar 





Figura 6. Secuencia consenso de las glicosiltransferasas (GTs). Los aminoácidos destacados en 
rojo tienen un porcentaje de conservación superior al 80%, los destacados en azul, >50% y los 
señalados en negro, <50% (Adaptado de Vogt y Jones, 2000; Gachon et al., 2005). 
 
2.2.2. Implicaciones fisiológicas de la glicosilación de metabolitos 
Desde un punto de vista químico, la conjugación a un azúcar puede aumentar la 
estabilidad y solubilidad en agua de ciertos compuestos (Jones y Vogt, 2001). Tal es el 
Secuencia consenso de todas las GTs
Motivo PSPG (“Plant Secondary Product Glycosyltransferase”)
< WAPQVEVLAHPAVGCFVTHCGWNSTLESISAGVPMVAWPFFADQ >
   Introducción 
35 
caso de las antocianinas, cuya glicosilación es crucial para la estabilidad del anillo 
aromático. Concretamente, el patrón de glicosilación de antocianinas o flavonoides 
afecta al color de flores y frutos (Kroon et al., 1994; Brugliera et al., 1999; Fukuchi-
Mizutani et al., 2003). Las GTs también aumentan la estabilidad de compuestos 
fenólicos y terpenos volátiles, asociados con el sabor de los frutos (Frydman et al., 
2004; Kita et al., 2000; Wang, 2009). 
Por otra parte, las GTs intervienen en la compartimentación y almacenamiento de 
metabolitos (Bowles et al., 2005). Se han descrito numerosos compuestos que, al 
glicosilarse, son acumulados en las vacuolas (Werner y Matile, 1985; Taguchi et al., 
2000a; Dean et al., 2005). Esta es una de las razones por las que las GTs son 
responsables de la inactivación y detoxificación de ciertos compuestos xenobióticos. 
Algunas sustancias cianogénicas, como la amigdalina, presente en semillas de 
almendra, al estar glicosiladas, permanecen inactivas en la vacuola. Cuando el tejido es 
atacado por algún herbívoro, comienza la degradación celular y, como consecuencia, la 
liberación del glicósido de amigdalina al medio. A continuación, las β-glicosidasas 
actúan sobre el conjugado, dando lugar al compuesto cianogénico tóxico (Poulton, 
1988). También se ha visto que determinados compuestos xenobióticos, como ciertas 
anilinas o triclorofenoles, pierden su toxicidad al ser conjugados a un azúcar (Messner 
et al., 2003). 
La glicosilación juega también un papel importante en la regulación de los niveles 
activos de algunas hormonas, como auxinas, citoquininas o ácido abscísico. 
Dependiendo de la posición del azúcar en la molécula, los conjugados pueden actuar 
como productos catabólicos finales inactivos, o bien como formas transitorias de 
almacenamiento, que podrían movilizarse tras la acción de ciertas β-glicosidasas (Xu et 
al., 2002; Hou et al., 2004). Sin embargo, la conjugación no es sólo un mecanismo de 
inactivación. Se ha comprobado que, para algunos compuestos, es necesario unirse a 
una molécula de azúcar con el fin de ejercer su función. Por ejemplo, la glicosilación de 
los triterpenos que da lugar a las saponinas en avena es necesaria para adquirir su 
propiedad antifúngica (Armah et al., 1999). También se ha comprobado que el 
glucósido del resveratrol tiene mayor actividad antimicrobiana que el propio aglicón 
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(Schulze et al., 2005). Todas estas funciones enlazan con otro de los papeles 
fisiológicos relevantes de las GTs: su implicación en la respuesta defensiva de la planta. 
 
2.2.3. La glicosilación en la respuesta defensiva  
Como se ha indicado anteriormente, el SA juega un papel fundamental en la 
señalización de la respuesta defensiva de las plantas. Diferentes estudios han 
constatado que el SA acumulado en la planta tras su aplicación exógena o producido 
como consecuencia de una infección incompatible, es rápidamente glicoconjugado. 
Generalmente, el SA aparece unido a una molécula de glucosa para dar lugar a SA-O-β-
glucósido (Figura 7A). Este compuesto queda recluido en el interior de la vacuola, 
evitando así su posible efecto tóxico (Métraux et al., 1990; Malamy et al., 1992; Enyedi 
et al., 1992; Edwards, 1994; Lee y Raskin, 1998). Una de las cuestiones que cabía 
resolver era si el conjugado del SA actuaba o no como molécula activa en el 
establecimiento de la respuesta defensiva de la planta. En un inicio se pensó que sí, 
puesto que al infiltrar hojas de tabaco con 2-O-β-glucósido de SA, se observaba un 
clara inducción de PR1 (Hennig et al., 1993). Sin embargo, pronto se tuvo 
conocimiento de que el conjugado infiltrado era rápidamente hidrolizado al entrar en 
la planta, por acción de una β-glucosidasa, y que en realidad era el SA en forma libre el 
verdadero responsable de la inducción de los genes de proteínas PR (Chen et al., 
1995).  
Estos datos conducen a la hipótesis de que la glicosilación del SA podría ser un 
mecanismo de detoxificación empleado por la planta cuando se ven aumentados sus 
niveles tras una infección. Una vez conjugado en el citosol por acción de una 
glicosiltransferasa, el glucósido del SA pasaría a ser acumulado, inactivo, en la vacuola. 
Pero esta conjugación no sería irreversible. Cuando la planta precisara el SA libre para 
activar la repuesta defensiva, el glicoconjugado saldría de la vacuola para ser 
hidrolizado por una β-glucosidasa. Por lo tanto, la GT responsable de la glicosilación 
del SA estaría regulando los niveles activos de esta molécula señal de la respuesta 
defensiva (Dean et al., 2005). 







Figura 7. Conjugación del ácido salicílico y ácido gentísico en tomate. A) Estructura del SA 2-O-β 
glucósido. B) Estructura del GA 5-O-β xilósido. 
 
Del mismo modo, el ácido gentísico (GA) que se acumula en plantas tras su 
aplicación exógena o como consecuencia de una infección no lo hace en forma libre, 
sino que aparece en gran medida unido a una molécula de azúcar. En la mayoría de 
especies el SA se encuentra conjugado a glucosa, mientras que el GA se ha detectado 
conjugado a glucosa en Arabidopsis (Dean y Delaney, 2008), pero en otras especies, 
como tomate o Medicago truncatula, se ha observado la acumulación de GA unido a 
xilosa (Figura 7B) (Fayos et al., 2006; Stochmal et al., 2009). 
Existe un gran número de GTs que presentan inducción por tratamientos exógenos 
con SA, lo que sugiere un posible papel de las mismas en la respuesta defensiva de las 
plantas. En 1998, O’Donnell y colaboradores identificaron un gen en tomate 
denominado Twi1 (Tomato wound induced 1) que se inducía por herida, tratamientos 
con SA y otros compuestos de naturaleza fenólica, así como por interacciones 
patogénicas de tipo incompatible. No respondía, sin embargo, a aplicaciones exógenas 
de JA o ET. Se consideró entonces que este gen debía codificar una GT, debido a la 
homología que presentaba con las proteínas de esta familia. Sin embargo, la 
caracterización de esta GT, así como el estudio de su posible papel en la respuesta 
defensiva de la planta, no ha sido realizada hasta la fecha. Por otra parte, en tabaco se 
había clonado y caracterizado otra GT, homóloga a Twi1, denominada TOGT, inducida 
por SA, infección con TMV y β-megaspermina (un compuesto que desencadena una HR 


















para este enzima, sino los ácidos hidroxicinámicos. La finalidad de estos conjugados 
podría ser el reforzamiento de la pared celular en el caso de infección (Whetten y 
Sederoff, 1995; Fraissinet-Tachet et al., 1998). Finalmente se comprobó que TOGT 
presentaba una elevada afinidad por el sustrato escopoletina (Chong et al., 1999). En 
1999, Lee y Raskin clonaron y caracterizaron una GT en tabaco que sí conjugaba SA. La 
expresión de esta glicosiltransferasa era inducida tanto por la aplicación exógena de SA 
como por infecciones de tipo incompatible, causadas por el Virus del Mosaico del 
Tabaco (TMV) o la bacteria Pseudomonas.  
Posteriormente se han clonado y caracterizado otras GTs inducibles por SA, 
algunas de ellas conjugadoras de fitoalexinas, como la NTGT de tabaco (Taguchi et al., 
2001), o la flavonoide-GT de Scutellaria baicalensis (Hirotani et al., 2000). En 
Arabidopsis, las glicosiltransferasas UGT73B3 y UGT73B5, implicadas en la respuesta 
defensiva frente a la infección con P. syringae, también mostraron inducción por SA 
(Langlois-Meurinne et al., 2005).  
En nuestro laboratorio hemos aislado y caracterizado una glicosiltransferasa de 
tomate que también se induce por SA. De nuevo, y a pesar de ser inductor, resultó que 
esta GT no era activa frente a ácido salicílico, sino que presentaba una elevada 
actividad frente a ácido gentísico (GA), por lo que fue denominada GAGT (Gentisic Acid 
Glycosyl-Transferase). En plantas de tomate, GAGT mostró inducción por tratamientos 
con SA, GA, e interacciones de tipo compatible, como la infección con el Viroide de la 
Exocortis de los Cítricos (CEVd) o con el Virus del Mosaico del Tomate (ToMV). Los 
ensayos de actividad a partir de la proteína producida en Pichia pastoris mostraron 
que esta glicosiltransferasa empleaba UDP-xilosa como sustrato donante del azúcar, a 
diferencia de la mayoría de GTs caracterizadas, que suelen emplear UDP-glucosa 
(Tárraga et al., 2010).  
Con el fin de caracterizar la actividad de las glicosiltransferasas y estudiar su papel 
en la respuesta defensiva, se han obtenido diferentes plantas transgénicas de 
sobreexpresión o silenciamiento. Hace unos años, se generaron líneas anti-sentido de 
TOGT en tabaco (Chong et al., 2002). Dichas plantas, tras ser inoculadas con TMV, 
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mostraron bajos niveles del enzima, así como de su producto esculetina (conjugado de 
la escopoletina), y resultaron ser más sensibles frente a la infección con patógenos que 
las plantas control. Del mismo modo, se obtuvieron plantas transgénicas de tabaco con 
sobreexpresión de TOGT. Estas plantas resultaron ser más resistentes a la infección del 
virus Y de la patata que las plantas control ya que, a pesar de que las áreas necróticas 
eran de tamaño similar en ambos tipos de plantas, los ejemplares transgénicos 
presentaban en dichas zonas una menor acumulación de la proteína de la cápside viral 
(Matros y Mock, 2004). Más tarde fue identificada en patata otra GT, conjugadora de 
antocianinas (5-UGT). Su sobreexpresión en tubérculo aumentó la resistencia frente a 
la bacteria Erwinia carotovora, causante de una infección de tipo compatible, debido a 
que la conjugación de antocianinas aumenta su estabilidad y favorece su acción en la 
planta (Lorenc-Kukula et al., 2005). También se identificó una GT de Arabidopsis 
thaliana (DOGT1) implicada en la resistencia a una micotoxina, el desoxinivalenol, 
producida por Fusarium. La sobreexpresión de esta GT aumentaba la tolerancia al 
hongo, puesto que se produce una mayor conjugación de la micotoxina, que causa su 
inactivación (Poppenberger et al., 2003). Estudios realizados en Arabidopsis thaliana 
mostraron que mutaciones en las glicosiltransferasas UGT73B3 y UGT73B5 provocan 
en la planta una mayor susceptibilidad a Pseudomonas syringae (Langlois-Meurinne et 
al., 2005). Asimismo, se ha visto que el silenciamiento inducido por virus (VIGS) de una 
glicosiltransferasa de pimiento provoca un retraso en la aparición de HR en respuesta a 
TMV (Lee et al., 2009). 
Según estos estudios, podría considerarse que la sobreexpresión de una GT daría 
lugar a un aumento de la resistencia frente a infecciones patogénicas, mientras su 
silenciamiento iría asociado a un fenotipo de susceptibilidad. Sin embargo, esta 
asociación no es tan sencilla y no ocurre siempre así. En 2008, Song y colaboradores 
pusieron de manifiesto que la sobreexpresión en Arabidopsis de AtSGT1, una 
glicosiltransferasa que conjuga SA, daba lugar a un aumento de la susceptibilidad 
frente a la infección con Pseudomonas syringae. Estos autores defienden que es la 
reducción en la cantidad de SA en forma libre, que es la forma activa del compuesto, la 
responsable de la menor resistencia de estas plantas transgénicas frente a la infección. 
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Otro trabajo mostraba cómo la pérdida de función de UGT76B1 en Arabidopsis, que 
actúa sobre el ácido isoleucínico, mejoraba la resistencia frente a la bacteria 
Pseudomonas syringae, si bien ello también implicaba una mayor susceptibilidad 
frente al hongo Alternaria brassicicola. El efecto contrario se observó en plantas 
transgénicas de Arabidopsis con sobreexpresión de UGT76B1 (von Saint Paul et al., 
2011). Un estudio publicado recientemente demostró que la inhibición de la acción de 
dos glicosiltransferasas de SA en Arabidopsis daba lugar a una mayor resistencia frente 
a la infección con Pseudomonas syringae, debido a un aumento en la cantidad de SA 
en forma libre (Noutoshi et al., 2012). Así pues, teniendo en cuenta el metabolito 
sobre el que actúan, la sobreexpresión o el silenciamiento de glicosiltransferasas 
puede dar lugar a la aparición de resistencia o susceptibilidad frente a una infección 
patogénica, dependiendo de la función del metabolito en cuestión y de cómo afecta la 
conjugación a dicha función. 
Todas estas GTs que parecen estar implicadas en la respuesta defensiva de las 
plantas tienen propiedades bioquímicas, estructurales y fisiológicas comunes. 
Presentan una masa molecular de unos 50 kDa, poseen un punto isoeléctrico 
alrededor de 5 y un pH óptimo en torno a 7. La mayoría muestra una baja especificidad 
de sustrato en cuanto a la molécula aceptora del azúcar y una alta especificidad 
respecto al donante del azúcar, que suele ser UDPG, aunque GAGT es una excepción al 
mostrar una elevada selectividad hacia UDP-xilosa. Además, todas estas proteínas 
contienen el motivo PSPG en su extremo C-terminal. En general, la expresión de este 
tipo de GTs implicadas en defensa se induce rápidamente y de forma transitoria por 
SA, HR y/o herida. De entre las glicosiltrasferasas que se han visto implicadas en 
defensa, algunas regulan los niveles activos de SA, que es la molécula señal implicada 
en el establecimiento de HR y SAR, mientras otras regulan los niveles activos de ciertas 
fitoalexinas y moléculas antioxidantes, compuestos que intervienen en la defensa de la 
planta en el momento de la entrada del patógeno y en la subsiguiente explosión 
oxidativa. Todo esto parece indicar que las GTs juegan un papel relevante en la 
respuesta defensiva de las plantas, modulando los niveles de ciertas moléculas que 
intervienen en dicha respuesta. 
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El llamado metabolismo secundario de las plantas es fuente de una vastísima 
variedad de compuestos de extraordinario interés biotecnológico. Sin embargo, ha 
sido tradicionalmente considerado como biológicamente insignificante al englobar 
moléculas en apariencia no esenciales para la planta, aunque con estructuras muy 
complejas, producidas mediante sofisticados procesos biosintéticos que suponen un 
importante consumo de recursos metabólicos. La visión actual ha supuesto una 
reevaluación de su posible papel biológico, considerando que estos compuestos 
desempeñan, en efecto, un importante papel ecológico en la adaptación de las plantas 
a su entorno. En este contexto, muchos compuestos naturales de plantas son de 
importancia capital en la interacción planta-patógeno, tanto en los procesos de 
señalización como de respuesta. Por su variedad e importancia, destacan dentro de 
esta categoría los metabolitos de naturaleza fenólica. 
Con el fin de estudiar la función que dichos metabolitos pueden desempeñar en la 
respuesta defensiva de las plantas, es interesante llevar a cabo tratamientos exógenos. 
Por ejemplo, se ha observado que tratamientos exógenos con SA inducen en la planta 
la síntesis de un grupo de proteínas de defensa (PR) con propiedades antimicrobianas, 
y son muchos los estudios que han demostrado que tratamientos con SA inducen 
resistencia frente a diferentes patógenos en tomate (Spletzer et al., 1999; Meher et al., 
2011) y otras especies vegetales (Saikia et al., 2003; Wang y Liu, 2012).  
Por otra parte, la obtención de plantas transgénicas que presenten niveles 
alterados del metabolito objeto de estudio también constituye una importante 
herramienta a la hora de profundizar en el conocimiento del papel que juega dicho 
compuesto en el sistema defensivo de las plantas (Chong et al., 2002; Poppenberger et 
al., 2003; Niggeweg et al., 2004; Guillet y de Luca, 2005; Hagel y Facchini, 2005; 
Lorenc-Kukula et al., 2005; Lee et al., 2009; Song et al., 2008; Pandey et al., 2014; Kim y 
Hwang, 2014). Al mismo tiempo, dicha estrategia puede constituir un medio de 
obtención de plantas más resistentes frente a ataques patogénicos de diversa 
naturaleza. Todo ello pone de manifiesto la importancia de estos compuestos en el 
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sistema defensivo de las plantas, y apoya el hecho de que su metabolismo sea un 







Los metabolitos secundarios de naturaleza fenólica desempeñan un papel muy 
importante en la resistencia de las plantas frente al ataque patogénico. Algunos de 
ellos, como los ácidos salicílico y gentísico (SA y GA), actúan como moléculas señal, 
siendo capaces de activar la respuesta defensiva. Otros, por su parte, pueden actuar 
directamente sobre el patógeno, considerándose componentes finales de la respuesta, 
como es el caso de las amidas derivadas del ácido hidroxicinámico (HCAA). El objetivo 
general de este trabajo es profundizar en el estudio del papel que juegan estos 
compuestos fenólicos en la respuesta defensiva de las plantas, desde diferentes 
aproximaciones. Por un lado, se llevarán a cabo tratamientos exógenos con dichos 
compuestos y, por otro, se obtendrán plantas transgénicas que presenten niveles 
alterados de los metabolitos objeto de estudio.  
 
Los objetivos concretos de este trabajo son los siguientes: 
I. Estudiar el papel de SA y GA como activadores del mecanismo de silenciamiento 
génico y de la resistencia de las plantas a patógenos de RNA.  
II. Profundizar en el estudio del papel del GA en defensa y confirmar la actividad in 
vivo de GAGT, mediante la obtención de plantas transgénicas con sobreexpresión 
de esta glicosiltransferasa de GA.  
III. Caracterizar la posible función de la glicosiltransferasa Twi1 en la respuesta 
defensiva, mediante el estudio de actividad de la proteína recombinante y la 
obtención de plantas transgénicas que silencien Twi1. 
IV. Ampliar el conocimiento sobre la implicación de las HCAA en la defensa de las 
plantas frente a ataques patogénicos, por medio de la generación de plantas 
transgénicas de tomate que sobreexpresen el gen de la tiramina hidroxicinamoil 
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1. Material vegetal y condiciones de cultivo  
 
En la realización del presente trabajo se han empleado plantas de tomate 
(Solanum lycopersicum) de los cultivares ‘Moneymaker’ Tm22 y tm22 (cedidas 
amablemente por el Dr. Jonathan Jones, The Sainsbury Laboratory, Norwich, Reino 
Unido), resistentes y susceptibles al virus ToMV, respectivamente, y de los cultivares 
‘Rutgers’ y ‘Rio Grande’. A su vez, se han empleado plantas de Gynura aurantiaca y 
Nicotiana benthamiana mantenidas y propagadas en las instalaciones del IBMCP. 
Todas estas plantas fueron cultivadas en invernadero a una temperatura que oscilaba 
entre los 25 y los 30 °C, con una humedad relativa entre el 50 y el 70% y con un 
fotoperíodo de 16 h luz/8 h oscuridad. Para el cultivo de las plantas de tomate y N. 
benthamiana, se prepararon semilleros en vermiculita y, aproximadamente una 
semana después de la siembra, las plantas se trasplantaron a macetas (12 cm de 
profundidad x 13 cm de diámetro interior) que contenían turba y vermiculita al 50 %. 
Se trasplantó una planta por maceta. Las plantas se sometieron a riego a manta 
automatizado dos veces al día en solución de Hoagland, tal y como se describe en 
Naranjo et al. (2003). En cuanto a las plantas de Gynura, éstas se propagaron mediante 
esquejes procedentes de plantas madre. 
Por otra parte, se emplearon plantas de Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia-0 
(Col-0), que fueron cultivadas en cámara bajo condiciones de alta intensidad lumínica 
(22.000 lux), con un fotoperiodo de 16 h luz/8 h de oscuridad y 22 °C de temperatura. 
 
2. Tratamientos 
2.1. Tratamientos de plantas de tomate  
 Los tratamientos de las plantas de tomate ‘Rutgers’ con ácido salicílico (SA) y 
ácido gentísico (GA) se llevaron a cabo mediante imbibición de explantes o “stem 
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feeding”, según Gu et al. (2000). Para ello, se emplearon plantas de 4 ó 5 semanas, 
cortadas en bisel a la altura de los cotiledones. Los explantes se sumergieron por el 
tallo en tubos de plástico de 50 mL que contenían tampón fosfato sódico 50 mM, pH 
7.4 (plantas control), SA 1 mM en tampón fosfato o GA 2 mM preparado en el mismo 
tampón. La tercera y cuarta hojas de los explantes fueron recogidas en nitrógeno 
líquido a los tiempos indicados (0, 4, 8, 12 y 48 horas después de iniciar el tratamiento) 
y almacenadas a -80 °C hasta su uso.  
Los tratamientos con ácido salicílico (SA), ácido gentísico (GA), ácido 2,4-
dihidroxibenzoico (2,4-DHBA) o ácido 2,4,6-trihidroxibenzoico (2,4,6-THBA), 
especificados para cada caso, de plantas de tomate ‘Moneymaker’, plantas 
transgénicas GAGT y plantas transgénicas RNAi Twi1 se realizaron también mediante 
stem-feeding (Gu et al., 2000). Plantas de 4 ó 5 semanas, cortadas en bisel a la altura 
de los cotiledones, se sumergieron por el tallo en tubos de plástico de 50 mL que 
contenían: H2O (plantas control) o disoluciones 1 mM de SA, GA, 2,4-DHBA o 2,4,6-
THBA, según fuera el caso. La tercera y cuarta hojas de los explantes fueron tomadas 
como muestra a los tiempos indicados.  
Por otra parte, para estudiar la inducción del gen Twi1 en plantas de tomate 
‘Moneymaker’ se realizaron tratamientos con SA, 2,4-DHBA y 2,4,6-THBA como se 
describe en O’Donell et al. (1998). Al igual que en los casos anteriores, se emplearon 
plantas de 4 ó 5 semanas cortadas en bisel a la altura de los cotiledones. A 
continuación, los tallos de los explantes se sumergieron en disoluciones 2 mM de SA, 
2,4-DHBA y 2,4,6-THBA y H2O. Transcurridos 30 min, los explantes se transfirieron a 
agua destilada, momento en el que se inició el estudio de la cinética de inducción. La 
tercera y cuarta hojas de los explantes fueron tomadas como muestra a los tiempos 




Materiales y Métodos 
47 
 
2.2. Tratamientos de plantas de Gynura aurantiaca 
Los tratamientos de plantas de Gynura aurantiaca se realizaron mediante 
pulverización con tampón fosfato sódico 50 mM, pH 7.4 (plantas control), una 
disolución de SA 1 mM en tampón fosfato o una disolución de GA 2 mM preparado en 
el mismo tampón. Se añadió como humectante un 0.05% (v/v) de Tween 20 para 
mejorar la absorción foliar de los compuestos aplicados. El lote de plantas de Gynura a 
tratar se dividió en tres grupos equivalentes que se rociaron con soluciones de SA, GA 
o tampón. Los tratamientos se repitieron cada dos días hasta el final del experimento. 
 
2.3. Tratamientos de plantas de Arabidopsis thaliana  
Los tratamientos con SA y GA de las plantas de Arabidopsis thaliana Col-0 control y 
transgénicas GAGT se llevaron a cabo rociando y regando plantas de un mes de edad, 
en estado de roseta, con disoluciones 1 mM de SA y GA. Transcurridas 24 horas desde 
el inicio del tratamiento tuvo lugar la recogida de muestras, que se realizó tomando 
plantas enteras, a excepción de la raíz.  
 
2.4. Tratamientos de herida en plantas de tomate  
Los tratamientos de herida en plantas de tomate ‘Moneymaker’ fueron realizados 
con plantas de 3 a 4 semanas de edad, hiriendo los foliolos de la tercera y cuarta hoja 
de cada planta con ayuda de unas pinzas, según se describe en Lisón et al. (2006). Las 
muestras se recogieron a los tiempos indicados (0, 4, 12 y 24 horas) después de 
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3. Inoculación del material vegetal  
3.1. Inoculación de plantas de tomate con el virus del Mosaico del Tomate (ToMV) 
Las inoculaciones de plantas de tomate ‘Rutgers’ con ToMV se llevaron a cabo 
como se describe en Bellés et al. (1999). Para la preparación del inóculo, se 
homogeneizó 0.5 g de tejido foliar de tomate infectado y liofilizado, en 10 mL de 
tampón de inoculación (tampón fosfato 10 mM pH 7.2, ácido dietilditiocarbámico al 
0.2% (p/v), 2-mercaptoetanol 2 mM). El homogeneizado se filtró a través de Miracloth 
y se empleó directamente como solución de inoculación. La mitad de las plantas 
fueron inoculadas con ToMV mientras la otra mitad se utilizaron como plantas control 
de la infección. Después de espolvorear con carborundum el haz de la primera hoja 
verdadera de cada una de las plantas que iban a ser infectadas, se aplicó la solución de 
inoculación con la ayuda de un pincel suave, realizando así pequeñas abrasiones que 
permiten la entrada del virus. Las plantas control se trataron de igual modo, 
empleando únicamente tampón de inoculación. Tras la infección con ToMV, las plantas 
se mantuvieron en cámara de cultivo en condiciones controladas, a una temperatura 
de 24 °C, con una humedad relativa del 50-70% y un fotoperiodo de 12 horas de luz 
(550-750 luxes) y 12 horas de oscuridad.  
Las muestras, tanto de las plantas infectadas como de las plantas control, fueron 
tomadas a los tiempos indicados en cada caso, recogiendo por separado las hojas 
inoculadas (muestras locales) y las hojas inmediatamente superiores a éstas (muestras 
distales).  
 
3.2. Inoculación de plantas de tomate con el Viroide de la Exocortis de los Cítricos 
(CEVd)  
Para la inoculación de plantas de tomate ‘Rutgers’ con CEVd se emplearon 
plántulas de 10 días de edad, a las que se inyectó 50 ng de viroide en el punto de 
inserción de los cotiledones, previamente obtenido a partir de material infectado, tal y 
como se describe en Granell et al. (1987). 
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3.3. Inoculación de plantas de Gynura con CEVd  
Para el estudio del efecto de la aplicación exógena de SA y GA sobre la infección 
con CEVd, se partió de plantas de Gynura previamente tratadas, como se detalla en el 
apartado 2.2. A los dos días de tratamiento, se efectuó la inoculación de las plantas 
con CEVd, dejando una planta de cada tratamiento como control sin infectar. La 
inoculación se realizó en esquejes enraizados de 4 semanas de edad, mediante dos 
pequeños cortes en la parte superior del tallo con una cuchilla conteniendo 
aproximadamente 50 ng de viroide, tal y como se describe en Conejero y Granell 
(1986). Las plantas control de la infección se trataron de igual modo, exceptuando la 
adición de inóculo de CEVd a la cuchilla.  
Se realizó un seguimiento de la aparición de síntomas de infección viroidal, como 
son la epinastia y la reducción del crecimiento (Conejero y Granell, 1986).  
 
3.4. Inoculación de plantas de tomate con la bacteria Pseudomonas syringae pv. 
tomato y determinación del crecimiento bacteriano 
Se emplearon dos cepas bacterianas: Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 
(Pst DC3000) AvrPto, portadora del gen de avirulencia Pto, y Pst DC3000 ΔAvrPto, que 
carece de dicho gen, para inocular plantas de tomate variedad ‘Rio Grande’ Pto, de 
aproximadamente un mes de edad, en estado de 4-5 hojas verdaderas. Para la 
preparación del inóculo, las bacterias crecieron durante la noche a 28 °C en placas 
Petri de 20 mL que contenían medio King B (Pseudomonas F agar) (Pronadisa) 
preparado según las recomendaciones del fabricante, suplementado con 100 μL de 
rifampicina (50 mg/mL). A continuación, una colonia aislada fue transferida a 15 mL de 
medio King B líquido (por cada 1000 mL de medio KB: 40 g de proteosa de peptona, 20 
g de glicerol, 980 mL de agua, 10 mL de K2HPO4 al 10 % y 10 mL de MgSO4 al 10 %) y 
crecida durante la noche en agitación a 28 °C. El cultivo bacteriano resultante fue 
sedimentado por centrifugación y resuspendido en MgCl2 10 mM hasta alcanzar una 
densidad óptica de 0.1 a 600 nm. Se realizó un contaje de la suspensión mediante 
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diluciones seriadas en placa con el fin de determinar la concentración del inóculo final, 
correspondiente a una densidad de aproximadamente 1 x 107 unidades formadoras de 
colonia por mL (CFU/mL). Se preparó 1 L de suspensión bacteriana para llevar a cabo la 
infección de las plantas de tomate mediante inmersión (adaptado de Scalschi et al., 
2013). Para ello las plantas se sumergían individualmente en la suspensión bacteriana 
hasta la base del tallo y durante 30 segundos. Las plantas empleadas como control se 
sumergieron en una solución estéril de MgCl2 10 mM. La tercera y cuarta hojas de cada 
planta fueron tomadas como muestra a las 0, 10, 18, 24, 36 y 48 horas desde el 
momento de la inoculación. 
Plantas de tomate variedad ‘Moneymaker’ así como plantas transgénicas THT de 
un mes de edad se inocularon con la bacteria Pseudomonas syringae pv. tomato 
DC3000 ΔAvrPto de forma similar a como se indica en el párrafo anterior, salvo que en 
este caso la infección se llevó a cabo con una concentración bacteriana de 1 x 105 
CFU/mL. Se infiltró 100 μL de la suspensión bacteriana en el lado abaxial de los foliolos 
de la tercera y cuarta hoja de cada planta empleando una jeringa de plástico estéril de 
1 mL sin la aguja, como se describe en Collinge et al. (1987). Los foliolos equivalentes 
de las plantas empleadas como control fueron infiltrados con una solución estéril de 
MgCl2 10 mM. La toma de muestras tuvo lugar a las 0, 24 y 48 horas desde el momento 
de la inoculación. 
Para la determinación del crecimiento bacteriano in planta, se tomaron 3 discos (1 
cm2 cada uno) de hoja infectada de cada planta, de un total de cinco plantas por línea 
y por tiempo, a las 24 y 48 horas después de la infección (adaptado de Coego et al., 
2005). Los tres discos se maceraron en MgCl2 10 mM y a continuación se realizaron 
diluciones seriadas, que fueron sembradas en placa de cultivo con medio King B 
suplementado con rifampicina (50 mg/mL) y se mantuvieron a 28 °C durante 2 días. La 
densidad de las poblaciones bacterianas para cada planta se determinó por conteo de 
las unidades formadoras de colonias (CFU) en placa. 
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3.5. Inoculación de plantas de Arabidopsis con Pseudomonas syringae pv. tomato y 
determinación del crecimiento bacteriano 
Las plantas de Arabidopsis thaliana Col-0 control y plantas transgénicas NahG y 
GAGT, de aproximadamente un mes de edad, fueron infectadas con la bacteria 
fitopatógena Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 portadora del gen de 
avirulencia AvrRpmI, reconocido por la planta. La preparación del inóculo se realizó de 
igual modo a como se detalla en el apartado anterior, si bien esta vez la infección se 
llevó a cabo con una concentración bacteriana de 5 x 107 CFU/mL. Alícuotas de la 
suspensión bacteriana fueron inyectadas en el lado abaxial de las hojas con una jeringa 
de plástico estéril de 1 mL. Se infiltraron un total de 4 hojas/planta, con 4-6 plantas por 
línea y por tiempo. La recogida de muestras tuvo lugar a las 0, 4 y 24 horas post-
inoculación (hpi).  
Para la determinación del crecimiento bacteriano in planta, se infiltraron 4 
hojas/planta de un total de 5 plantas/línea, esta vez con una concentración bacteriana 
de 5 x 105 CFU/mL. La recogida de muestras se realizó tomando de cada planta 4 discos 
(0.5 cm2 cada uno) de las hojas infectadas, a los 3 días post-inoculación. Transcurridos 
2-3 días se cuantificó el crecimiento bacteriano que se había producido en cada planta, 
mediante conteo de unidades formadoras de colonias en placa con medio KB 
suplementado con rifampicina (50 mg/mL) a 28 °C.  
 
4. Toma de muestras 
 
En general, la toma de muestras del material vegetal se realizó recogiendo entre 
0.3 y 0.5 g de tejido por planta, a los tiempos indicados en cada caso. El material se 
recogió sobre nitrógeno líquido, fue inmediatamente pulverizado en nitrógeno líquido 
con ayuda de un mortero y almacenado a -80 °C hasta el momento de realizar los 
distintos ensayos.  
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En el caso de plantas de tomate, se han analizado tres tipos de material vegetal: 
hojas, flores y frutos. Para tejidos de hoja, se tomaron como muestra la tercera y 
cuarta hoja de plantas de 3 a 4 semanas de edad, en el estadio de cinco a seis hojas. En 
cuanto a las flores, éstas fueron recogidas en el estadio de antesis, desde el pedúnculo 
de la flor. La toma de muestras de frutos se realizó cuando el tomate estaba maduro 
(rojo). Cada fruto fue lavado y cortado para extraer las semillas y las placentas, 
consistiendo la muestra de la parte carnosa del fruto (mesocarpio y endocarpio) 
exclusivamente.  
Para llevar a cabo los experimentos de expresión transitoria se emplearon plantas 
de Nicotiana benthamiana, de aproximadamente un mes de edad. La recogida de 
muestras se realizó tomando las 4 hojas que habían sido agroinfiltradas en cada planta.  
En este trabajo también se emplearon plantas de Arabidopsis thaliana, de un mes 
de edad, en estadio de roseta. Se recogieron un total de 4 hojas por planta, salvo en el 
caso de tratamientos de Arabidopsis con GA y SA, en el que se tomaron plantas 
enteras, exceptuando la raíz. 
 
5. Plásmidos y cepas bacterianas utilizados 
 
En la realización del presente trabajo se ha empleado el vector de entrada 
pCR8/GW/TOPO (Invitrogen), que presenta como factor de selección la resistencia a 
espectinomicina, junto al plásmido destino pGWB8 (Nakagawa et al., 2007). El 
plásmido pGWB8, que tiene como factor de selección la resistencia a kanamicina 
posee, por un lado, el promotor constitutivo 35S del virus CaMV (CaMV 35S) para la 
sobreexpresión del gen y, por otro, un tag o “cola” de histidinas (His6). Su traducción 
da lugar a una proteína recombinante con una extensión de seis residuos de histidina 
en su extremo C-terminal, lo que permite su inmunodetección con un anticuerpo anti-
His, así como su purificación por cromatografía de afinidad en columna de níquel.  
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Por otra parte, se ha empleado el vector pGEM-T Easy, que confiere resistencia a 
ampicilina, junto con los plásmidos pHANNIBAL (Wesley et al., 2001) y pART27 (Gleave, 
1992). El plásmido pHANNIBAL (pHAN), que también otorga resistencia a ampicilina y 
contiene el promotor constitutivo CaMV 35S, fue diseñado para que un fragmento de 
cDNA de un determinado gen a silenciar pudiera ser insertado en orientación sentido y 
antisentido en los sitios de clonaje múltiple XhoI.EcoRI.KpnI y ClaI.HindIII.BamHI.XbaI, 
respectivamente. La construcción resultante da lugar a una horquilla o hairpin 
(hpRNA), con un lazo de entre 30-50 pares de bases (pb), dependiendo de los sitios de 
restricción seleccionados para insertar los fragmentos. Empleando construcciones 
hpRNA que contienen fragmentos en sentido/antisentido de 100 a 800 pb, separadas 
por un intrón, se ha obtenido un silenciamiento génico muy eficaz en gran variedad de 
especies, como se describe en Wesley et al. (2001). Por último, las construcciones 
obtenidas en pHAN se subclonaron en el vector binario pART27, con el fin de llevar a 
cabo la transformación de la especie vegetal sobre la que se pretende estudiar el 
fenómeno de silenciamiento. El plásmido pART27 presenta como factor de selección la 
resistencia a espectinomicina y como marcador selectivo el gen de la neomicina 
fosfotransferasa (NPT II), que confiere resistencia a kanamicina. 
Asimismo, en este trabajo se ha empleado el vector pBI121 portador del isogen 
THT1-3 de tomate, pBI_THT, generado con anterioridad en nuestro laboratorio 
(Zacarés, 2008).   
Por último, para llevar a cabo los experimentos de expresión transitoria se utilizó 
el plásmido p19 (cedido amablemente por el Dr. Diego Orzáez, IBMCP), que codifica la 
proteína supresora del silenciamiento p19 (Lakatos et al., 2004). 
Las cepas bacterianas empleadas fueron: quimiocompetentes de Escherichia coli 
One Shot TOP10 (Invitrogen) así como E. coli DH5α, para manipulaciones rutinarias de 
DNA; E. coli  DB3.1 (Invitrogen), para la propagación de los vectores destino que 
contienen el gen ccdB, resistente a los efectos de la proteína CcdB; Agrobacterium 
tumefaciens ElectroMAX LBA4404 (Invitrogen), para la transformación de tomate, y, 
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por último, A. tumefaciens C58, para los experimentos de expresión transitoria en N. 
benthamiana y la transformación genética de A. thaliana. 
 
6. Aislamiento y manipulación de ácidos nucleicos 
6.1. Purificación de plásmidos bacterianos 
Para la extracción de DNA plasmídico a pequeña escala (mini-preps) se siguió el 
procedimiento de lisis alcalina descrito por Sambrook et al. (1989). Alternativamente, 
se empleó el High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche), en el caso de que las muestras 
fueran destinadas a secuenciación.  
 
6.2. Digestión de plásmidos con enzimas de restricción 
Las digestiones de plásmidos con enzimas de restricción se realizaron atendiendo 
a las recomendaciones de los respectivos proveedores. Se digirió 1 µg de DNA en 
presencia de 10 U de enzima, empleando el tampón específico para cada 
endonucleasa, en un volumen final de 30 µL, incubando durante 2-3 horas a 37 °C. 
 
6.3. Aislamiento y manipulación de DNA de plantas  
El DNA total de plantas fue extraído empleando el método Rogers y Bendrich 
(1998), siendo cuantificado por la medida de la absorbancia a 260 nm y posterior 
confirmación en gel de agarosa. 
 
6.4. Electroforesis de DNA en geles de agarosa 
La separación de fragmentos de DNA se realizó mediante electroforesis en geles 
de agarosa al 1%. Como patrón de la longitud en pares de bases de las secuencias de 
DNA se utilizó el marcador Lambda DNA/EcoR I+Hind III (Fermentas). La electroforesis 
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se desarrolló a 80-100 V, dependiendo del tamaño del gel, durante el tiempo necesario 
para el avance de las muestras. Una vez finalizada la separación, tras haber recorrido el 
colorante unas 3/4 partes del gel, se visualizó el DNA por exposición a luz UV y se 
fotografió. 
La elución del DNA de estos geles de agarosa para su clonaje en los distintos 
vectores se realizó utilizando el kit “QIAquick Gel Extraction” (QIAGEN). 
 
6.5. Extracción de RNA total de plantas 
La extracción de RNA de diferentes tejidos de la planta se llevó a cabo empleando 
el reactivo TRIzol (Gibco BRL Life Technologies) de acuerdo con las instrucciones del 
fabricante. Para evitar la degradación del RNA, las muestras se mantuvieron en hielo 
durante todo el proceso y las centrifugaciones se realizaron a 4 °C. En los análisis de 
transcripción reversa se utilizaron 5 µg de RNA total, cuantificado por A260. Se empleó 
para ello un espectrofotómetro ultravioleta-visible Nanodrop ND-1000. 
 
6.6. Reacciones de amplificación semicuantitativa (RT-PCR)  
Para llevar a cabo la transcripción reversa acoplada a amplificación específica de 
secuencias (RT-PCR), se partió de 5 mg de RNA total en un volumen final de reacción de 
50 mL. Se añadió 2 mg del oligonucleótido dT18, 10 mL de tampón de reacción 5X y agua 
tratada con DEPC hasta un volumen de 44 mL. La solución se mantuvo durante 10 min a  
65 °C para desnaturalizar los ácidos nucleicos, pasando inmediatamente después los 
tubos a hielo otros 10 min. A continuación, se añadió una mezcla equimolar de 
desoxirribonucleótidos (dNTPs) a una concentración de 2.5 mM cada uno y 200 
unidades (1 mL) del enzima Transcriptasa Reversa M-MLV (Promega). Después de 
agitar, se incubó la solución a 42 °C durante 1 h y posteriormente se inactivó el enzima 
calentando a 70 °C durante 10 min. La reacción se almacenó a -20 °C hasta su uso. 
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Las amplificaciones por PCR se realizaron en un volumen final de 50 mL, 
empleando en cada reacción 5 µL de la reacción de RT, 1 µL de cada cebador, 5 µL de 
dNTPs 2.5 mM, 5 µL de tampón de reacción 10X y 2 unidades de DNA polimerasa 
(Netzyme, NEED). Las condiciones de reacción fueron las siguientes: 1 min de 
desnaturalización a 94 °C, seguido de 25 ciclos de 1 min de desnaturalización a 94 °C, 1 
min de apareamiento a 55 °C y 1 min de extensión a 72 °C, terminando con un paso de 
extensión final de 5 min a 72 °C. Se utilizó para ello un termociclador GeneAmp PCR 








Tabla 1. Secuencias de los oligonucleótidos empleados para la medida de la expresión génica 
mediante RT-PCR semicuantitativa.  
 
 
6.7. Reacciones de amplificación cuantitativa (qRT-PCR)  
Posteriormente a su extracción,  el RNA se precipitó mediante la adición de un 
volumen de LiCl 6 M. Transcurridas 2-3 horas, el sedimento fue lavado con LiCl 3 M y 
disuelto en agua libre de RNasa. Finalmente, para eliminar posibles contaminantes de 
DNA genómico, se añadieron 2 unidades de TURBO DNasa (Ambion) por cada μL de 
preparación de RNA. El análisis de RT-PCR cuantitativa se realizó como se describe en 
Campos et al. (2014a). Se empleó 1 μg de RNA total para obtener el correspondiente 
cDNA, haciendo uso de oligo dT18 y el kit de reactivos PrimeScript RT (Perfect Real 
Time, Takara), según el protocolo del fabricante. El ensayo de PCR cuantitativa se llevó 
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a cabo en presencia de SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) y la 
amplificación fue monitorizada en tiempo real con el sistema de PCR en tiempo real 
7500 Fast (Life Technologies). En el caso de muestras procedentes de tomate, el gen 
Factor de elongación 1 alfa (eEF1α) se utilizó como referencia interna del experimento. 
Cuando las muestras analizadas eran de Arabidopsis, se empleó como control interno 
un gen de la familia SAND (At2g28390). Los cebadores empleados para PCR 











Tabla 2. Secuencias de los oligonucleótidos empleados para la medida de la expresión génica 
mediante RT-PCR cuantitativa. To: genes de tomate; At: genes de Arabidopsis.  
 
6.8. Secuenciación de DNA 
La secuenciación de los diferentes clones se llevó a cabo en el Servicio de 
Secuenciación del IBMCP, utilizando didesoxinucleótidos (terminadores) marcados con 
compuestos fluorescentes (Prober et al., 1987). Los productos marcados se resolvieron 
en un secuenciador ABI 377 (Applied Biosystems). Los datos proporcionados por el 
secuenciador se refinaron mediante el programa CHROMAS 
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7. Diseño de las construcciones y técnicas de clonaje 
7.1. Construcciones para la sobreexpresión de los genes GAGT y Twi1 
Para la obtención de las construcciones correspondientes a la sobreexpresión de 
distintas proteínas de fusión se empleó el sistema Gateway de Invitrogen. 
Concretamente, se utilizó la reacción LR catalizada por el enzima LR Clonase, que 
facilita la recombinación de un sustrato attL (clon de entrada) con un sustrato attR 
(vector de destino), para crear un clon de expresión conteniendo sitios attB. 
En primer lugar, se realizó una amplificación mediante PCR, en un volumen final 
de 50 µL, de las secuencias a insertar. La mezcla de reacción estaba compuesta por 5 
µL de Ex Taq Buffer, 4 µL de dNTPs (2.5 mM), 2 µL de cada uno de los cebadores 
directo y reverso (1 µg/µL), 2 µL de TaKaRa Ex Taq DNA Polymerase (Takara) y, como 
molde, 5 µL de cDNA obtenido por retrotranscripción (apartado 6.6) de mRNA de hojas 
de tomate embebidas en SA o infectadas con CEVd. En cuanto al enzima empleado, se 
trata de una DNA polimerasa de alta fidelidad que presenta la particularidad de añadir 
un nucleótido extra de adenina en ambos extremos, 5’ y 3’, del cDNA que se está 
copiando y que resulta imprescindible para el siguiente paso del clonaje. Los cebadores 
específicos empleados para amplificar el cDNA correspondiente a la glicosiltransferasa 
de ácido gentísico (GAGT) fueron: directo (5’-ATGACTACTCACAAAGCTCATTGC-3’) y 
reverso (5’-GGAAATAGTAACCAACTTGG-3’) (Tárraga et al., 2010). Los utilizados para 
amplificar el cDNA de la proteína de tomate inducida por herida (Twi1) fueron: directo 
(5’-ATGGGTCAGCTACATTTTTTC-3’) y reverso (5’-TTAACGATATGAAGTTATGTC-3’). Por lo 
que respecta a las condiciones de PCR, ésta consistió en una etapa inicial de 
desnaturalización de 10 min a 94 °C, seguida de 33 ciclos de amplificación compuestos 
por una primera etapa de desnaturalización de 30 s a 94 °C, una segunda etapa de 
hibridación de 45 s a 55 °C, y una tercera etapa de elongación de 1.5 min a 72 °C. Tras 
el último ciclo se finalizó la reacción con una etapa de extensión de 5 min a 72 °C. 
A continuación, los fragmentos amplificados fueron clonados en el vector de 
entrada pCR8/GW/TOPO (Invitrogen), generándose así lo que se denomina un clon de 
entrada. La reacción se llevó a cabo incubando 4 µL del producto de PCR con 1 µL  del 
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vector TOPO y 1 µL de solución salina (NaCl 1.2 M y MgCl2 0.06 M), debido a que las 
células a transformar son E. coli químicamente competentes. La mezcla se incubó 
durante 30 min a temperatura ambiente. Transcurrido ese tiempo, la reacción se 
mantuvo en hielo hasta el momento de la transformación bacteriana. 
Alternativamente, ésta puede almacenarse a -20 °C. La comprobación de que el cDNA 
de interés se había insertado en el plásmido se realizó mediante digestión con el 
enzima EcoRI, que libera el inserto completo. 
Una vez obtenido el clon de entrada (pCR8/GW/TOPO_GAGT y 
pCR8/GW/TOPO_Twi1) se procedió a la reacción de recombinación LR para transferir 
el inserto del vector de entrada al vector destino. Para producir la reacción LR entre los 
vectores TOPO recombinantes, portadores de los diferentes cDNAs, y los vectores 
destino, se realizaron las siguientes mezclas de reacción: 3 µL de vector TOPO (GAGT o 
Twi1) en TE (50 ng/µL), 3 µL del vector destino pGWB8 en tampón TE (50 ng/µL) 
previamente linearizado con el enzima de restricción XhoI para mejorar la eficiencia en 
el clonaje, 2  µL de 5X LR Clonase Reaction Buffer y 2 µL del enzima LR Clonase. Las 
distintas mezclas de reacción se incubaron toda la noche a 25 °C, y posteriormente se 
añadió 1 µL de Proteinasa K (2 µg/µL) para terminar la reacción. Finalmente, las 
muestras se incubaron 10 min a 37 °C y se procedió a la transformación de E. coli. De 
esta forma se obtuvieron las construcciones pGWB8_GAGT y pGWB8_Twi1, que se 







Figura 8. Obtención de los clones de expresión para GAGT y Twi1. A) Construcción de 
pGWB8_GAGT y pGWB8_Twi1. El promotor 35S dirige la expresión del cDNA de los genes GAGT y 
Twi1. Se señala la longitud de los distintos cDNAs clonados. LB: borde izquierdo del plásmido 
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7.2. Construcción para el silenciamiento del gen Twi1 
Para llevar a cabo el silenciamiento de Twi1 en planta, se emplearon los plámidos 
pGEM-T easy, pHANNIBAL (pHAN) y pART27. El clonaje se realizó mediante el método 
clásico, basado en el corte con enzimas de restricción y posterior ligación.  
Partiendo de la secuencia completa de cDNA de Twi1, se seleccionó un fragmento 
de aproximadamente 300 pares de bases. Se eligió una secuencia incluida en la región 
consenso PSPG, y a continuación se llevo a cabo el diseño de cebadores.  
Los cebadores fueron diseñados de forma que en una sola reacción de PCR se 
introdujeran 2 sitios de restricción por cada oligonucleótido empleado. Dichos sitios de 
restricción no deben estar presentes en la secuencia del gen seleccionada para 
amplificar. Los cebadores diseñados para la amplificación de Twi1 fueron: oligo 
directo: 5’ GGCTCGAGTCTAGAGAAATCAAGTTCCATTGTTTAT 3’ y oligo reverso: 5’ 
CCGAATTCGGATCCACTTCTCATTGAAAAAC 3’. A continuación se realizó una 
amplificación por PCR con este par de oligonucleótidos, como se describe en el 
apartado 6.6. Como molde se empleó 1 µL del producto de PCR obtenido en el 
apartado anterior. Los nuevos productos de PCR fueron clonados en el plásmido 
pGEM-T Easy (pGEM_Twi1).  
En la primera etapa del clonaje, el plásmido pGEM_Twi1 y el plásmido pHAN 
fueron digeridos con los enzimas de restricción XbaI y BamHI. A continuación, los 
productos de ambas digestiones fueron separados en geles de agarosa al 1%. Una vez 
purificados, se clonó el fragmento de Twi1 flanqueado por los extremos XbaI y BamHI 
en el vector pHAN digerido con estos mismos enzimas, obteniéndose  el vector al que 
denominamos pHAN_Twi1 A. En una segunda etapa, el plásmido pGEM_Twi1  fue 
digerido con los enzimas de restricción XhoI y EcoRI. A su vez, el vector pHAN_Twi1 A 
fue linearizado con los enzimas XhoI y EcoRI. Del mismo modo a como se produjo en la 
primera etapa, el fragmento XhoI-EcoRI de Twi1 fue clonado en el vector pHAN_Twi1 
A, dando lugar al vector pHAN_Twi1 B. La construcción obtenida en el vector 
pHAN_Twi1 B dará lugar a una horquilla o hairpin (hpRNA) que contiene fragmentos en 
Materiales y Métodos 
61 
sentido/antisentido de aproximadamente 300 pb separadas por un intrón, y que 
desencadenará el silenciamiento de Twi1 in planta.  
En la tercera y última etapa del clonaje, la construcción obtenida en pHAN, 
pHAN_Twi1 B, se subclonó como un fragmento SacI-SpeI (SpeI=BcuI) en el vector 





Figura 9. Obtención del clon para el silenciamiento de Twi1. Construcción de pART27_Twi1. El 
promotor 35S dirige la expresión de los fragmentos del cDNA del gen Twi1, clonados en sentido y 
antisentido. Se señala la longitud de los distintos fragmentos de cDNA clonados. LB: borde 
izquierdo del plásmido binario; RB: borde derecho del plásmido binario. 
 
7.3. Transformación de Escherichia coli 
La transformación de las células competentes E. coli One Shot TOP10 (Invitrogen) 
se llevó a cabo según el protocolo del fabricante. Se mezclaron 10 µL de cada una de 
las recombinaciones Gateway con 50 µL de una suspensión concentrada de células 
TOP10. Las mezclas se incubaron durante 30 min en hielo. A continuación se 
sometieron a un choque térmico de 30 s a 42 °C y se pasaron a hielo durante 2 min. 
Seguidamente se añadió 1 mL de medio LB (1% de bacto-triptona, 0.5% de extracto de 
levadura bacteriológico y 1% de NaCl) para su incubación durante 1 h a 37 °C. 
Transcurrido ese tiempo, las mezclas de transformación se centrifugaron durante 5 
min a 8000 rpm. Los precipitados celulares fueron resuspendidos en 100 µL y se 
sembraron en medio LB-agar conteniendo el antibiótico de selección adecuado 
(espectinomicina a 50 µg/µL o kanamicina a 50 µg/µL). Las distintas placas de cultivo 
se incubaron toda la noche a 37 °C.  
Por otra parte, la obtención de células competentes de Escherichia coli (DH5α) se 
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cabo mediante un choque térmico a 42 °C, según el método descrito por Hanahan 
(1986) y modificado por Ausubel et al. (1995).   
 
8.  Manipulación de proteínas  
8.1. Electroforesis desnaturalizante de proteínas en gel de poliacrilamida (SDS/PAGE) 
La separación electroforética de proteínas se realizó según el sistema discontinuo 
descrito por Conejero y Semancik (1977) empleando geles de poliacrilamida al 14%. 
Típicamente, el material de partida era medio tubo Eppendorf de tejido foliar 
congelado a - 80°C y pulverizado. El tejido se homogeneizó con ayuda de una varilla de 
punta cónica en 500 µL de tampón Tris-HCl 50 mM, pH 7.5, conteniendo 2-
mercaptoetanol 15 mM. Tras centrifugar durante 10 min a 12.000 rpm y 4 °C, se 
tomaron 300 µL del sobrenadante a los que se añadieron 150 µL de tampón de carga 
de electroforesis 3X y 20 µL de mercaptoetanol. La mezcla se calentó a 95 °C durante 5 
min para provocar la desnaturalización de las proteínas, y se aplicaron 50 µL de 
muestra por carrera. Se cargó, además, un marcador de peso molecular (PageRuler, 
Fermentas) para la posterior identificación de las bandas proteicas. La electroforesis se 
desarrolló a 30 mA durante  2-3 horas en tampón TrisHCl 25 mM, glicina 250 mM y SDS 
al 0.1%.  
Finalizado el proceso, los geles se tiñeron con una solución colorante (Azul 
Coomasie 0.05%, en ácido acético 10% e isopropanol 20%) durante varias horas y se 
destiñó con solución decolorante (ácido acético 10%, isopropanol 10%), manteniendo 
en agitación durante varias horas hasta eliminar la tinción de fondo. 
 
8.2.  Western blot 
Para llevar a cabo la transferencia de las proteínas separadas por SDS-PAGE a 
membranas de nitrocelulosa (OPTITRAN, Schleicher & Schuell), se siguió una variante 
“semi-seca” del método de Towbin et al. (1979). Para ello, tanto el papel Whatman 
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como los geles de poliacrilamida y las membranas de nitrocelulosa se humedecieron 
previamente en tampón de transferencia (Tris-HCl 25 mM, glicina 186 mM, SDS 0.02% 
y metanol al 20%). El montaje se realizó de forma sumergida, procurando evitar la 
formación de burbujas. La transferencia se llevó a cabo en el seno del mismo tampón, 
a temperatura ambiente, haciendo uso de una célula de electrotransferencia (Hoefer 
Semiphor) y aplicando el miliamperaje especificado en las instrucciones del fabricante 
(I (mA) = 0.8 x área del gel en cm2) durante 1.5 h. Para comprobar la correcta 
transferencia de las proteínas, se tiñeron éstas de manera reversible con una solución 
de Ponceau S (Sigma) al 0.1% en 5% de ácido acético durante 1-2 min a temperatura 
ambiente. Para desteñir las proteínas se realizaron 2 lavados con tampón de 
transferencia.   
Los centros de unión libres de las membranas de nitrocelulosa se saturaron 
mediante incubación con una solución bloqueante (TBS 1X, Tween 20 al 0.05% y 2% de 
leche en polvo desnatada) durante toda la noche a 4 °C en agitación suave.  
 
8.3.  Detección inmunológica de proteínas transferidas a membrana 
Para llevar a cabo la detección inmunológica de la proteína recombinante GAGT, 
se incubó en primer lugar la membrana durante 1 h en agitación suave con una 
dilución 1:1000 del anticuerpo monoclonal de ratón Anti-His (Novagen) en TBS-L (TBS 
1X y 5% de leche en polvo desnatada). Dicho anticuerpo es capaz de reconocer 
aquellas proteínas recombinantes que presenten una extensión de 6 residuos de 
histidina. A continuación se realizaron 4 lavados de 10 min con TBS y se procedió a la 
incubación de la membrana con una dilución 1:7500 del anticuerpo secundario Anti-
IgG de ratón (Promega) conjugado a fosfatasa alcalina, en TBS-L durante 1 h y agitación 
suave. Tras 4 lavados de 10 min con TBS, la membrana se equilibró durante unos 
minutos en tampón de fosfatasa alcalina (Tris-HCl 60 mM, pH 8.0, NaCl 100 mM y 
MgCl2 5 mM, a un pH final de 9.0) y, seguidamente se procedió a la visualización del 
anticuerpo empleando NBT (nitroblue tetrazolium) y BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolil 
fosfato) como sustratos de la fosfatasa alcalina.  
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Para llevar a cabo la detección inmunológica de la proteína de defensa PR1 de 
tomate, se procedió del mismo modo que en el párrafo anterior, empleando en este 
caso un antisuero preparado en nuestro laboratorio contra la proteína PR1 de tomate, 
y como anticuerpo secundario el antisuero Anti-IgG de conejo de Promega conjugado a 
fosfatasa alcalina. 
 
8.4.  Purificación de la proteína Twi1 recombinante   
Para llevar a cabo la purificación de Twi1 partimos de aproximadamente 4 g de 
tejido foliar de N. benthamiana, inoculado con el Agrobacterium portador de la 
construcción pGWB8_Twi1 para la sobreexpresión de este gen en plantas, así como 
plantas control agroinoculadas con el plásmido pGWB8Ø. El material vegetal, 
congelado a -80 °C, se homogeneizó con mortero a 4 °C en presencia de tampón de 
extracción (fosfato de sodio 20 mM, 0.5 M de NaCl y 40 mM de imidazol, a pH 7.4, al 
que se añadieron 10 μL/mL de PMSF 1 mM y β-mercaptoetanol 0.2% (v/v)), a una 
relación de 2 mL de tampón por gramo de material. El homogeneizado se filtró a través 
de Miracloth (Calbiochem) y se clarificó por centrifugación a 10000 x g, a 4 °C durante 
15 min. A continuación el sobrenadante se ultracentrifugó durante 5 min a 20000 x g. 
Por último, la muestra se pasó a través de un filtro de nylon de 4 mm y 0.45 μm de 
poro (Waters), obteniéndose así el extracto enzimático crudo.   
El sobrenadante recuperado se sometió a purificación mediante FPLC (Fast Protein 
Liquid Cromatography) en el Servicio de Proteómica del IBMCP. La muestra se aplicó a 
una columna HisTrap HP de 1 mL (GE Healthcare Life Sciences) y posteriormente se 
lavó con 2 mL de tampón de unión (fosfato de sodio 20 mM, 0.5 M de NaCl y 40 mM 
de imidazol, a pH 7.4) a un flujo de 1 mL/min. Las proteínas retenidas en la columna se 
eluyeron con un gradiente lineal de imidazol (40-500 mM en 30 mL del mismo 
tampón), midiendo la A280 a la salida de la columna y recogiéndose fracciones de 500 
μL en un colector automático RediFrac-1 (Amersham Pharmacia Biotech). 
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 Se realizó un análisis electroforético (apartado 8.1) de todas las fracciones. Para 
ello, fracciones consecutivas fueron reunidas de tres en tres, se les añadió un volumen 
de ácido tricloroacético al 20% y se dejó precipitar las proteínas en hielo durante 1 
hora. Tras recuperar el sedimento por centrifugación y lavar dos veces con acetona, las 
proteínas se resuspendieron en el volumen apropiado de tampón de muestras para 
SDS/PAGE. 
Por otra parte, se llevaron a cabo ensayos de actividad de aquellas fracciones en 
las que la absorbancia era significativa y diferencial frente a la muestra control. Previo 
a la realización del ensayo, estas fracciones fueron reunidas y filtradas por columnas 
PD-10 (Amersham Biosciences) equilibradas en el tampón de ensayo, con el fin de 
eliminar las sales y el imidazol presentes en la muestra.  
 
8.5.  Ensayo de actividad de la proteína Twi1 recombinante   
Para llevar a cabo la reacción de conjugación se partió de 200 μL del extracto 
proteico purificado, al que se añadió 2.5 μL de una disolución 10 mM del 
hidroxibenzoato correspondiente y 4 μL de una disolución 100 mM de uridín difosfato 
glucosa (UDP-Glc, Fluka) o uridín difosfato xilosa (UDP-Xyl, adquirida de CarboSource 
Services, Complex Carbohydrate Research Centre, University of Georgia, U.S.A.), según 
el sustrato donante de azúcar que se empleara. Los hidroxibenzoatos utilizados en el 
ensayo de actividad fueron: ácido benzoico, ácido 2 hidroxibenzoico (ácido salicílico), 
ácido 2,5 dihidroxibenzoico (ácido gentísico), ácido 2,4 dihidroxibenzoico, ácido 2,6 
dihidroxibenzoico, ácido 2,4,6 trihidroxibenzoico, ácido 3,4 dihidroxibenzoico, ácido 
3,5 dihidroxibenzoico y ácido 3,4,5 trihidroxibenzoico (Sigma-Aldrich). 
 La reacción se incubó a 37 °C durante la noche, y se detuvo añadiendo un 
volumen de metanol al 100%. Posteriormente la muestra se pasó por un filtro de nylon 
de 4 mm y 0.45 μm de poro (Waters). Se aplicaron 40 μL para el análisis por HPLC  o 5 
μL para el análisis por qToF.  
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9. Extracción y cuantificación de compuestos fenólicos 
9.1. Extracción de ácido salicílico (SA) y ácido gentísico (GA)  
Cada muestra de tejido (0.3 - 0.5 g) se trituró en un mortero con nitrógeno líquido 
para facilitar su homogeneización, macerando después en 1.5 mL de metanol. A 
continuación, la muestra se trasvasó a tubos Eppendorf de 2 mL y se sometió a 
ultrasonidos durante 10 min para terminar de romper el tejido vegetal, facilitando así 
la extracción. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 12.000 rpm durante 15 
min a una temperatura de 4 °C. El sobrenadante se transfirió a viales de vidrio de 4 mL. 
El sedimento que quedó en el  tubo Eppendorf fue resuspendido en 500 µL de metanol 
con ayuda de un vortex, para proceder a una segunda extracción y centrifugación en 
las mismas condiciones que la anterior. Se recuperó de nuevo el sobrenadante 
recogido de la segunda extracción juntándolo con el de la extracción anterior. El 
volumen total recuperado de ambas extracciones fue dividido en dos partes iguales en 
viales de vidrio de 4 mL, y secado en corriente de nitrógeno a una temperatura de 
37°C. Una vez secas, las muestras se resuspendieron en 900 μL del tampón enzimático 
acetato sódico 0.1 M, pH 4.5. A continuación, se añadió a la mitad de las muestras 100 
μL de una disolución del enzima β-glucosidasa (Fluka) preparada a 10 mg/mL en este 
mismo tampón, con el fin de liberar el SA y GA que se encontrasen conjugados en 
forma de β-glucósidos. A la otra mitad de las muestras, destinadas a la extracción de 
SA y GA en forma libre, se añadió únicamente 100 μL de acetato sódico, sin el enzima. 
Todas las muestras se incubaron a 37 °C durante la noche. Posteriormente, se 
adicionaron 77 µL de ácido perclórico (70% v/v) para alcanzar una concentración final 
del 5%, y a continuación se añadió 2.5 mL de una mezcla de acetato de etilo y 
ciclopentano (1:1, v/v), formándose dos fases inmiscibles. Los                                                                                                                                                                                                                                                                                     
compuestos fenólicos de interés se concentraron en la fase orgánica superior, que se 
recogió y se secó con corriente de N2 seco en las mismas condiciones descritas 
anteriormente. Las muestras secas se resuspendieron en 300 µL de metanol y se 
filtraron con ayuda de una jeringa de 1 mL a la que se le acopló un filtro de nylon de 13 
mm y 0.45 µm de poro (Waters). De este modo, las muestras quedaron preparadas 
para el análisis por HPLC de fluorescencia. 
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9.2. Cuantificación de compuestos fenólicos totales por HPLC 
Los análisis por cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) de los extractos 
metanólicos se hicieron siguiendo los protocolos descritos en Yalpani et al. (1993) y 
Bellés et al. (1999). De los 300 µL de metanol en los que se resuspendió el extracto 
metanólico final, se inyectaron 30 µL en una columna de fase reversa Sunfire C18 (5 
µm, 4.6 x 150 mm; Waters, Mildford, MA) equilibrada con ácido acético al 1% (J. T. 
Baker). Se aplicó un gradiente de metanol (0 a 100%) durante 20 min, con un flujo 
constante de 1 mL/min. Los compuestos fenólicos se detectaron con un detector de 
fluorescencia Waters 2475, empleando una l de excitación de 313 nm y un l de 
emisión de 405 nm. Para su cuantificación se elaboraron curvas patrón con distintas 
muestras de concentración conocida. De forma sistemática se empleaba el ácido 
ortoanísico como patrón interno, añadiendo una cantidad conocida a ciertas muestras 
(100 μL de una disolución 0.0625 mM) al inicio de la extracción, con el fin de 
determinar el porcentaje de pérdida de muestra durante todo el proceso.  
 
9.3. Extracción de HCAA  
Cada muestra de tejido (0.5 g) se trituró en un mortero con nitrógeno líquido, para 
facilitar su homogeneización, macerando después en 1.5 mL de metanol. A 
continuación, la muestra se trasvasó a tubos Eppendorf de 2 mL y se sometió a 
ultrasonidos durante 10 min para terminar de romper el tejido, facilitando así la 
extracción. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 12.000 rpm durante 15 
min y a una temperatura de 4 °C. El sobrenadante se transfirió a viales de vidrio de 4 
mL. El sedimento que quedó en el tubo Eppendorf fue resuspendido en 500 µl de 
metanol con ayuda de un vortex, para proceder a una segunda extracción y 
centrifugación en las mismas condiciones que la anterior. Se recuperó de nuevo el 
sobrenadante recogido de la segunda extracción juntándolo con el de la extracción 
anterior. Las muestras se secaron en corriente de nitrógeno a una temperatura de 
37°C. Las muestras secas se resuspendieron en 300 µL de metanol y se filtraron con 
ayuda de una jeringa de 1 mL a la que se le acopló un filtro de nylon de 13 mm y 0.45 
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µm de poro (Waters). Se procedió a otro secado y se resuspendió la muestra en un 
volumen final de 200 µL de metanol. De este modo, las muestras quedaron preparadas 
para el análisis por UPLC-PDA-QToF. 
 
9.4. Cuantificación de HCAA por UPLC-PDA-QToF  
De los 200 µL de muestra final, se inyectó una alícuota de 5 µL en una columna 
analítica de fase inversa Acquity BEH C18 Waters (2.1 mm × 150 mm, Waters) 
equilibrada en ácido fórmico al 0.1% a 40 °C. Los eluyentes fueron ácido fórmico al 
0.1% (eluyente A) y acetonitrilo (eluyente B). Se aplicó el siguiente gradiente: de 95% a 
90% de A en 14 min, de 90% a 80% de A en 15 min, de 80% a 65% de A en 10 min, de 
65% a 57% de A en 1 min, de 57% hasta 0% de A en 1 min. La columna se limpia con 
100% de B durante 3 min, se vuelve a las condiciones iniciales de 95% de A en 1 min y 
se equilibra la columna 4 min antes de la siguiente inyección. La velocidad de flujo fue 
de 0.4 mL/min, aplicado con un sistema Acquity UPLC-PDA acoplado a Micromass Q-
Tof mediante una interfaz de transferencia de datos ESI. Los parámetros de la fuente 
del espectrómetro de masas para ESI en modo negativo fueron los siguientes: fuente 
de tensión capilar 3000 V, tensión de cono 45 eV, temperatura de bloque 120 °C y 300 
°C de temperatura del gas de desolvatación. El gas de desolvatación y cono utilizado 
fue nitrógeno, con un caudal de 50 L y 500 L/h, respectivamente. La energía de colisión 
fue fijada en 5 eV. La adquisición de datos se realizó en modo centroide en una gama 
de escaneo completo de masa para cargar un cociente m/z de 50 a 1500 con 0.52 s por 
escaneo. El espectrómetro de masas se calibró usando una mezcla de formiato de 
sodio (10 ng/µL in 90:10 isopropanol:agua) para un intervalo de masas de 100 a 1500 
Da. Todos los datos fueron adquiridos utilizando el software de Masslynx NT 4.1 
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10. Experimentos de expresión transitoria  
 
Para llevar a cabo el análisis funcional in planta de las construcciones obtenidas, se 
realizaron experimentos de expresión transitoria por agroinfiltración en Nicotiana 
benthamiana, siguiendo el método descrito en Yang et al. (2000). Para ello, dichas 
construcciones se introdujeron en la cepa C58 de A. tumefaciens, como se detalla en el 
siguiente apartado (11.1). Se creció un inóculo de 50 mL a 28 °C durante toda una 
noche. Se centrifugaron las células y se resuspendieron en el medio de inducción (MES 
10 mM a pH 5.6; MgCl2 10 mM y 150 mM de acetosiringona) llevándolas a una 
densidad óptica A600 de 0.5. Finalmente, la suspensión de células se incubó a 
temperatura ambiente y oscuridad durante 2 horas y se infiltró con una jeringa sin 
aguja en las 4 primeras hojas de plantas de Nicotiana benthamiana de 
aproximadamente un mes de edad. Transcurridos tres días desde la inoculación se 
procedió a la recogida de muestras del material agroinfiltrado de cada planta para 
llevar a cabo los ensayos correspondientes. 
 
11. Preparación y manipulación de plantas transgénicas 
11.1.  Transformación de Agrobacterium tumefaciens 
La transformación de células competentes de A. tumefaciens (renombrado 
Rhizobium radiobacter) de la cepa C58 se llevó a cabo mediante choque térmico, 
siguiendo el método descrito por Bevan (1984). Las construcciones introducidas en C58 
fueron: pGWB8_GAGT, pGWB8_Twi1, y pART27_Twi1 así como los plásmidos pGWB8, 
pART27 y p19. 
 Las células de A. tumefaciens ElectroMAX LBA4404 de Invitrogen se 
transformaron según las instrucciones del fabricante, mediante un electroporador 
Eppendorf 2510, aplicando 2.0 kV, 25 ìF y 200 Ohm. Este procedimiento se empleó 
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para las construcciones pBI_THT, pGWB8_GAGT y pART27_Twi1 así como los 
plásmidos pBI, pGWB8 y pART27.  
 
11.2. Transformación genética de plantas de Arabidopsis thaliana 
La transformación estable de Arabidopsis thaliana con la construcción 
pGWB8_GAGT se llevó a cabo siguiendo el método descrito por Clough y Bent (1998), 
mediante el cual se sumergen las flores y botones florales en una suspensión de 
Agrobacterium tumefaciens C58 portador de la construcción de interés. A 
continuación, se cubren las plantas con bolsas de plástico para mantener la humedad y 
aumentar la eficiencia de la transformación. Después de 2 días de cocultivo, se realizan 
cortes en la bolsa para disminuir la humedad. Al día siguiente se retiran las bolsas y se 
mantienen las macetas en el invernadero hasta recoger la población de semillas 
transgénicas. 
 
11.3. Obtención de líneas puras transgénicas de Arabidopsis thaliana 
La selección de los transformantes se realizó mediante el protocolo propuesto por 
Harrison et al. (2006). Las plantas empleadas en la transformación se denominan 
plantas T0. Una vez obtenida la población de semillas transgénicas T1 se esterilizan y se 
siembran en medio MS con 50 μg/mL de kanamicina. Tras un periodo de estratificación 
las placas se transfieren a una cámara de crecimiento durante unas 2 semanas. Las 
plantas que no poseen el gen de resistencia, es decir, que no han sido transformadas, 
sufren un retraso en el crecimiento (debido a la presencia de antibióticos en el medio). 
Los transformantes (T1) resistentes se desarrollan normalmente y se trasplantan, y 
entre 40 y 45 días después se recogen las semillas de cada línea (T2),  y se siembran del 
mismo modo que la generación T1. La selección de las líneas con una sola integración 
del transgén se fundamenta en la elección de la descendencia (población T2) que se 
ajuste a una segregación con ratio 3:1  (3 resistentes: 1 sensible, que según las leyes 
mendelianas sería indicativo de tener una inserción). Una vez elegidas las líneas con 
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una inserción, se trasplantan para cada línea entre 5 y 15 plántulas resistentes a tierra, 
para obtener la siguiente generación (T3), y  así aislar de la misma forma individuos 
homocigotos para el transgén, que serían aquellos cuyas semillas fueran 100% 
resistentes al antibiótico de selección. Una vez seleccionadas las líneas T3 se realizan 
los estudios fenotípicos y moleculares correspondientes. 
 
11.4. Esterilización de semillas de Arabidopsis, germinación y aclimatación  
Para esterilizar semillas de Arabidopsis se pesaron muestras de 40 mg de semillas 
(aproximadamente 2000 semillas) en tubos Eppendorf de 1.5 mL, que se introdujeron 
abiertos en un desecador. En el interior del desecador se colocó también un vaso de 
precipitado con 100 mL de lejía comercial al que se añadieron 3 mL de HCl 12 N. Se 
producen así vapores de cloro dentro del desecador que esterilizan las semillas. 
Tras 4 horas de esterilizado, las semillas se sembraron en placas que contenían 
medio de germinación (Para 1 L: 2.2 g MS + vitaminas, 0.9 g de MES a pH 5.7 y 10 g de 
sacarosa, más 8 g de agar como gelificante) y en su caso el antibiótico de selección, 
kanamicina, a una concentración de 50 μg/mL. Seguidamente las placas se dejaron en 
oscuridad a 4 °C durante 2 días, y a continuación se trasladaron a la cámara de cultivo, 
donde permanecieron de 7 a 10 días. 
Transcurrido este tiempo, las plantas resistentes a kanamicina se trasplantaron a 
tabletas de turba prensada Jiffy-7 dispuestas en bandejas. En estas bandejas se añadió 
agua hasta formar una lámina de aproximadamente 1 cm de altura, y se cubrió con 
film transparente, con el fin de mantener una elevada humedad relativa. Este film se 
va retirando progresivamente, hasta que transcurridos 4-5 días se retira totalmente, 
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11.5. Transformación de plantas de tomate 
La transformación genética de tomate cultivar ‘Moneymaker’ (Tm22 ó tm22, 
resistente o susceptible a ToMV, respectivamente) con las diferentes construcciones 
utilizadas en este trabajo se llevó a cabo mediante cocultivo de explantes de cotiledón 
con A. tumefaciens LBA4404, según el método desarrollado por Ellul et al. (2003). 
Brevemente, el cultivo de explantes en medio con presión de selección dio lugar a la 
aparición de yemas. Tras subcultivos sucesivos, las yemas dieron lugar a callos. El 
subcultivo de los mismos se realizó mensualmente en el medio IKZ404010. El 
enraizamiento de los ápices obtenidos a partir de los callos se llevó a cabo en el medio 
de enraizamiento. Estos ápices fueron subcultivados y clonados en el mismo medio 
una vez al mes. 
 
11.6. Obtención de semillas de tomate 
Una vez se dispuso de varios clones enraizados de cada línea transgénica de 
tomate, se llevó a cabo el trasplante y aclimatación de los mismos al invernadero (T0). 
Para ello, se pasaron éstos a maceta con una mezcla de vermiculita y turba, se les 
aplicó un riego abundante con solución nutritiva y se les colocó un vaso de plástico 
transparente invertido sobre cada uno de ellos. Transcurridos 2 días, se inclinó el vaso 
dejando un hueco que permitiera la disminución progresiva de la humedad relativa. A 
los cuatro días desde su trasplante se retiró el vaso, quedando la planta aclimatada. 
Aproximadamente 4 meses después de pasarlas al invernadero, las plantas 
comienzan a fructificar, permitiendo la recogida de las semillas de la primera 
generación de cada una de las líneas (T1). Los tomates se recolectan una vez están bien 
formados, dejando el cáliz en la mata. Las semillas se extraen y se dejan en agitación 1 
día con agua y lejía al 10%. Una vez transcurrido este periodo, se pasan las semillas a 
una placa Petri y se dejan secar en estufa a 50 °C durante dos días. Una vez secas, las 
semillas se guardan en oscuridad, almacenadas en tubos Falcon con cristales de 
silicagel en una cámara refrigerada a 10 °C. 
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11.7. Esterilización de semillas de tomate y germinación  
La esterilización de semillas de tomate se lleva a cabo mediante lavados en serie.  
Las semillas se envuelven en una tela de muselina o Miracloth. Se realizan un total de 
cuatro lavados en botes de vidrio autoclavados. El primero de ellos contiene una 
mezcla 1:1 de lejía y agua, a la que se le añade un 0.05% (v/v) de Tween-20 para 
romper la tensión superficial del líquido. Las semillas, dentro de su envoltorio, se 
mantienen 30 min en este medio, agitando suavemente cada 5 min. Los tres lavados 
siguientes son con agua, manteniendo sumergidas las semillas 5, 10 y 15 min, 
respectivamente, para eliminar gradualmente los restos de lejía del primer lavado.  
Una vez esterilizadas, las semillas se siembran en botes de vidrio que contienen 
medio de germinación (Para 1 L: 4.3 g de sales minerales y 10 g de sacarosa en H2O a 
pH 5.7, al que se añaden 8 g de agar). En el caso de tener que seleccionar plantas 
transgénicas que expresen el gen de resistencia a kanamicina en planta (NPT II), a este 
medio de germinación previamente autoclavado se le añade kanamicina estéril en una 
proporción de 50 mg/L. 
Transcurridos entre 10-15 días desde la siembra, momento en el que ya se 
diferencian claramente las plántulas resistentes a kanamicina, éstas fueron 
trasplantadas y aclimatadas en el invernadero, de igual modo a como se ha descrito en 
el apartado 11.6. 
 
12. Medida de la actividad b-glucuronidasa  
 
El estudio in situ de la actividad b-glucuronidasa en plantas transgénicas de 
tomate se realizó según se describe en Jefferson (1987).  Para ello, los tejidos frescos 
fueron infiltrados a vacío durante 25 minutos en una solución conteniendo 0.5 mg/ml 
de X-Gluc (ácido 5-bromo-4-cloro-3-indolil glucurónico) y 0.1% de Tritón X-100 en 
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tampón fosfato 50 mM a pH 7.2, e incubados a 37 °C de 10 a 16 horas. A continuación, 
las muestras se destiñeron con sucesivos lavados de etanol al 70%. 
 
13. Aplicaciones bioinformáticas 
 
Se empleó el algoritmo BLAST para rastrear las bases de datos EMBL/GenBank, a 
través de los formularios en línea que se encuentran en la URL del National Centre for 
Biotechnology Information (Bethesda, MD, USA, www.ncbi.nlm.nih.gov). Para el diseño 
de los cebadores específicos de las diferentes secuencias estudiadas utilizados para la 
RT-PCR semicuantitativa se utilizó el servicio Primer3 
(biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi). En cuanto al diseño de 
cebadores para PCR cuantitativa, se empleó el software pcrEfficiency 
(srvgen.upct.es/efficiency.html) (Mallona et al., 2011). 
 Los rastreos de secuencia se efectuaron empleando las herramientas disponibles 
en las bases de datos del TAIR (The Arabidopsis Information Resource, 
www.arabidopsis.org) y del Proyecto Internacional de Secuenciación del Genoma de 
Tomate (solgenomics.net/tomato). Los análisis de secuencia se realizaron empleando 
la aplicación MegAlign de la suite informática DNAstar Lasergene. El mismo programa 
se empleó también para la elaboración de los árboles filogenéticos. Para destacar las 
zonas homólogas de los alineamientos producidos por MegAlign se utilizó el programa 
GENEDOC (www.nrbsc.org/gfx/genedoc).  
 
14. Tratamiento estadístico de datos 
 
El análisis estadístico utilizado para comparar dos tipos de muestras se llevó a 
cabo mediante una prueba t de Student para diferencia de medias de muestras 
independientes, utilizando las herramientas estadísticas incluidas en el programa MS-
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Excel de la suite Microsoft Office. Los análisis estadísticos en los que se efectúan 
comparaciones entre múltiples grupos se realizaron mediante un análisis de la varianza 
(ANOVA), utilizando el programa SPSS v.19 (IBM). En ambos tipos de análisis, un valor 
p <0.05 fue considerado estadísticamente significativo. 
En cuanto al análisis estadístico del Capítulo 1 de Resultados y Discusión, apartado 
1, el parámetro empleado es el “índice de infectividad” por planta. Este índice consiste 
en el número total de días en los que cada planta presenta síntomas, lo que da una 
medida del retraso en la aparición de los mismos. Los datos correspondientes a un 
total de 122 plantas, procedentes de 3 experimentos independientes, fueron 
empleados para realizar el test de Kruskal-Wallis (test no paramétrico equivalente a 
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En nuestro laboratorio se ha descrito la acumulación de ácido salicílico (SA) y ácido 
gentísico (GA) en plantas de tomate infectadas con el Virus del Mosaico del Tomate 
(ToMV) (Bellés et al., 1999), así como en plantas de Gynura aurantiaca infectadas con 
el Viroide de la Exocortis de los Cítricos (CEVd) (Bellés et al., 2006). Numerosos 
estudios han demostrado que tratamientos exógenos con SA inducen resistencia a 
diferentes patógenos en tomate (Spletzer y Enyedi, 1999; Mandal et al., 2009; Meher 
et al., 2011; Shang et al., 2011) y otras especies vegetales (Saikia et al., 2003; Edgar et 
al., 2006; Wang y Liu, 2012), confirmando el papel señalizador del SA en la respuesta 
defensiva de las plantas. Sin embargo, se sabe muy poco acerca del papel que el GA 
podría jugar en la resistencia de las plantas frente a patógenos. Nuestro grupo 
propone que, siendo el SA crucial para el establecimiento de la HR y la SAR en 
interacciones planta-patógeno de tipo incompatible, el GA podría estar implicado en 
interacciones de tipo compatible, en donde el patógeno se disemina de forma 
sistémica por la planta (Bellés et al., 2006). De esta forma, el GA sería una molécula 
señalizadora adicional y complementaria al SA en la activación de defensas y el 
establecimiento de la resistencia a patógenos. 
Con el fin de realizar un estudio comparativo de la posible resistencia mediada por 
GA en relación con lo que estaba descrito para SA, se llevaron a cabo tratamientos con 
ambos compuestos y se estudió su posible efecto sobre la resistencia a ToMV y CEVd, 
en plantas de tomate y Gynura, respectivamente (Granell, 2011). 
Para estudiar el efecto de los tratamientos con GA o SA sobre la resistencia frente 
al virus, se emplearon ápices de plantas de tomate de un mes de edad cortados por 
encima de los cotiledones, que se dejaron embeber en disoluciones de GA, SA o 
tampón durante 48 horas para ser luego transferidos a agua e infectados con ToMV. A 
continuación, se realizó un seguimiento de la acumulación de la proteína de la cápside 
viral en los tejidos infectados a lo largo del tiempo. Todas las hojas locales (Figura 10A), 
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es decir, las inoculadas con el virus, presentaron acumulación de dicha proteína, sin 
embargo, las plantas tratadas con SA acumularon una menor cantidad que plantas 
control o plantas tratadas con GA. En el caso de las hojas distales (Figura 10B), 
transcurridos 9 días desde la infección, la acumulación de la proteína de la cápside fue 
muy notable en plantas control, mientras los niveles observados en plantas tratadas 
con GA y SA fueron inferiores, siendo la menor acumulación la presentada por las 
plantas tratadas con SA. Estos resultados indicaban que los tratamientos con SA y GA 
inducían resistencia sistémica en plantas de tomate infectadas con ToMV (publicado 










Figura 10. Análisis por SDS-PAGE de las proteínas solubles de hojas de tomate infectadas con el 
Virus del Mosaico del Tomate (ToMV). Previamente a la inoculación, las plantas fueron pre-
tratadas con tampón (T), ácido gentísico (GA) o ácido salicílico (SA). A la izquierda de cada panel 
se muestra el marcador de masa molecular de proteínas (kDa). La flecha indica la proteína de la 
cápside (CP) del ToMV. A) Perfil proteico de hojas infectadas (locales). B) Perfil proteico de hojas 
sistémicas (distales).  
 
Por otra parte, se llevó a cabo un primer ensayo con plantas de Gynura tratadas 
con GA, SA y tampón e infectadas con CEVd. Tras un seguimiento de la evolución de los 
síntomas viroidales, como son la epinastia foliar y la reducción en el crecimiento, se 
observó que los tratamientos con SA y GA parecían producir un retraso en la aparición 
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de dichos síntomas. Como se había observado para tomate-ToMV, la resistencia 
inducida por SA parecía más efectiva que la producida por GA. Por lo tanto, nuestros 
primeros resultados parecían indicar que tratamientos con SA o GA inducían cierta 
resistencia a las dos infecciones estudiadas (Granell, 2011). 
 
1. Estudio de la resistencia mediada por GA en plantas de Gynura aurantiaca 
infectadas con viroide 
 
A la vista de los resultados obtenidos en plantas de tomate infectadas con ToMV y 
los resultados preliminares observados en el caso de Gynura, decidimos profundizar en 
el estudio del fenómeno de resistencia mediada por SA o GA en esta especie vegetal.  
Para ello, se amplió el trabajo previo realizando tratamientos con SA, GA o tampón a 
plantas de Gynura aurantiaca antes de ser infectadas con el Viroide de la Exocortis de 
los Cítricos (CEVd). Los tratamientos se repitieron a lo largo de todo el ensayo, según 
se describe en Materiales y Métodos. Como ya se ha mencionado anteriormente, en 
esta interacción Gynura-CEVd también tiene lugar la acumulación de SA y GA (Bellés et 
al., 2006). 
La Figura 11A muestra tres plantas representativas de los tratamientos con SA, GA 
o tampón a los 20 días después de la inoculación con CEVd, observándose el retraso en 
la infección y la atenuación de síntomas que presentan las plantas tratadas con GA o 
SA con respecto a las plantas tratadas con tampón. 
Se llevó a cabo un seguimiento de la aparición de síntomas (epinastia de las hojas 
y reducción del crecimiento) a lo largo del desarrollo de la infección. En la Figura 11B 
se muestra la evolución de la infección a lo largo del experimento. Como se puede 
observar, las plantas tratadas con GA y SA presentan un retraso en la aparición de los 
síntomas con respecto a las plantas control tratadas con tampón. Al igual que se 
observó en la infección vírica, la resistencia inducida por el SA resulta más eficaz que la 
promovida por el GA. 










Figura 11. Desarrollo de la enfermedad en plantas de Gynura aurantiaca infectadas con CEVd. Las 
plantas fueron tratadas con Tampón, ácido gentísico (GA) y ácido salicílico (SA). A) Comparación 
de los síntomas de la infección con CEVd (enanismo, epinastia foliar y rugosidad) en plantas de 
Gynura aurantiaca tratadas con Tampón, SA o GA. B) Evolución del número de plantas de Gynura 
aurantiaca que muestran síntomas de infección con CEVd a los días post-inoculación indicados.  
 
Para comprobar si las diferencias mostradas en la Figura 11B resultaban ser 
estadísticamente significativas, se empleó el “índice de infectividad” como medida del 
retraso en la aparición de los síntomas. Este parámetro consiste en el número total de 
días que cada planta presenta síntomas, de tal manera que, cuanto menor sea este 
número, mayor será el retraso en la aparición de los síntomas. Se utilizaron los índices 
de infectividad de las plantas correspondientes a 3 experimentos independientes para 
llevar a cabo un análisis estadístico (ver Materiales y Métodos).   
En primer lugar, observamos que existían diferencias estadísticamente 
significativas (valor p = 0.018) entre los índices de infectividad de los tres grupos: 
plantas Control tratadas con tampón, plantas tratadas con GA y plantas tratadas con 
SA (Tabla 3A). Al comparar los grupos por parejas, (Control-GA y Control-SA), las 
diferencias resultaron estadísticamente significativas (valor p = 0.046 y valor p = 0.008, 
respectivamente), indicando así que ambos tratamientos provocan un retraso 
significativo en la aparición de los síntomas con respecto a las plantas Control tratadas 
con tampón. Por otra parte, resultó no haber diferencia significativa entre el índice de 

































(Tabla 3B). Por lo tanto, estos resultados indican que los tratamientos con GA inducen 
resistencia a CEVd en plantas de Gynura aurantiaca de manera similar a los 









Tabla 3. Test de Kruskal-Wallis para los índices de infectividad de plantas de Gynura aurantiaca 
infectadas con CEVd tratadas con tampón (Control), ácido gentísico (GA) y ácido salicílico (SA). A) 
Parámetros estadísticos del test de Kruskal-Wallis para los índices de infectividad de plantas de 
Gynura aurantiaca infectadas con CEVd tratadas con tampón (Control), GA o SA. N = número de 
plantas. B) Valor p del test de Kruskal-Wallis para los índices de infectividad cuando los grupos 
son comparados por parejas.  
 
Los resultados obtenidos anteriormente en nuestro laboratorio con la interacción 
tomate-ToMV, así como los ahora obtenidos con la interacción Gynura-CEVd, parecen 
indicar que, de manera similar a lo descrito para el SA, que induce resistencia a 
patógenos en plantas y participa en el establecimiento de SAR (Vlot et al., 2009; 
Boatwright y Pajerowska-Mukhtar, 2013), el GA podría estar también implicado en la 
respuesta de las plantas a patógenos en interacciones de tipo compatible. 
Concretamente, en este tipo de infecciones se ha descrito que también tiene lugar la 
activación de mecanismos de defensa que reducen el daño que sufre la planta a 
posteriores ataques patogénicos. Tal es el caso de plantas de tomate infectadas con 
una cepa virulenta de Xanthomonas campestris, en las que se observa una reducción 
del daño producido en el tejido cuando se someten a una segunda infección (Block et 
A
B
Grupo N Rangos medios Chi-cuadrado Grados de libertad Valor p
Control 42 73.12
GA 42 58.36 7.847 2 0.018
SA 38 52.13
Grupos por parejas Valor p
Control - GA 0.046
Control - SA 0.008
GA - SA 0.403
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al., 2005), constituyendo lo que los autores denominan una Tolerancia Sistémica 
Adquirida (SAT; Systemic Acquired Tolerance). Nuestros resultados complementan 
estos estudios y sugieren que el papel de la acumulación de GA en las interacciones 
compatibles podría ser el de activar defensas que pudieran limitar de alguna manera el 
avance de la infección primaria, lo que podría contribuir, además, a reducir el daño en 
posteriores infecciones. 
A la vista de nuestros resultados, decidimos estudiar las bases moleculares que 
subyacen a la resistencia mediada por la aplicación exógena de SA y GA. Para ello se 
emplearon plantas de tomate, por las ventajas que supone trabajar con esta especie 
con respecto a Gynura. La técnica del stem-feeding permite realizar tratamientos 
efectivos previos a la inoculación con el patógeno, así como analizar por separado las 
hojas inoculadas y las distales. Por otra parte, el tomate es una planta modelo dentro 
de las especies de interés agronómico y la secuencia de su genoma está 
progresivamente mejor anotada, lo que posibilita la búsqueda de factores de interés. 
 
2. Estudio de la expresión de genes implicados en el silenciamiento viral y viroidal en 
tomate  
 
Una vez observado que el tratamiento con GA inducía resistencia en plantas frente 
a patógenos basados en RNA para dos interacciones compatibles diferentes, decidimos 
estudiar las bases moleculares de dicho fenómeno. 
Está bien admitido que la resistencia que las plantas muestran tras el tratamiento 
con SA se debe en parte a la inducción de proteínas PR (Bowles, 1990; 
Hammerschmidt, 1999a; van Loon y van Strien, 1999). Muchas PRs presentan 
actividades antifúngicas o antibacterianas (van Loon y van Strien, 1999). Si bien las 
proteínas PR descritas hasta la fecha no parecen tener actividad antiviral (Cutt et al., 
1989; Linthorst et al., 1989), algunas como la PR-10 muestran actividad RNasa 




virus. Por otra parte, se ha descrito recientemente que tratamientos exógenos con 
ácido jasmónico (JA) y SA en tomate mejoran la resistencia de las plantas a diferentes 
virus de RNA, no pareciendo estar relacionadas las proteínas PR con dicho efecto 
(Shang et al., 2011). Resulta interesante, por tanto, explorar las bases moleculares de 
la resistencia a virus mediada por SA o GA considerando la inducción de otros genes no 
relacionados con defensa frente a herbívoros, hongos o bacterias, sino 
específicamente orientados a patógenos basados en RNA. 
El silenciamiento de RNA es un potente mecanismo de defensa frente a virus, con 
una gran especificidad y adaptabilidad (Pumplin y Voinnet, 2013). Asimismo, varios 
estudios indican que existe algún tipo de “diálogo” entre las defensas mediadas por SA 
y el silenciamiento de RNA en distintas especies, tales como tabaco, Arabidopsis 
thaliana o Nicotiana benthamiana, entre otras (Xie et al., 2001; Yu et al., 2003; Yang et 
al., 2004; revisado en Carr et al., 2010). El fenómeno de resistencia que se muestra en 
este trabajo, dada la naturaleza de los patógenos empleados (virus y viroides, cuyo 
genoma está formado por RNA), es una buena oportunidad para estudiar la posible 
relación entre SA y GA con las rutas de silenciamiento de RNA en infecciones de tipo 
sistémico. Por ello, decidimos estudiar la expresión de distintos genes de tomate 
implicados en la ruta de silenciamiento de RNA y su relación con la resistencia mediada 
por SA o GA.  
Para llevar a cabo este estudio, se realizó una prospección en la base de datos Sol 
Genomics (http://solgenomics.net/) en busca de genes de tomate que fueran posibles 
ortólogos a los implicados en el silenciamiento génico viral en Arabidopsis, 
fundamentalmente actividades tipo RNA-polimerasa-RNA-dependiente (RdRp o RDR) y 
RNasas tipo Dicer (DCL). El resultado de la búsqueda dio lugar a un conjunto de 
secuencias de tomate (unigenes) que se muestra en la Tabla 4. Dichas secuencias 
resultaron coincidentes con otras recientemente publicadas (Bai et al., 2012). 
Diferentes autores han mostrado que la expresión de las RdRps se activa como 
consecuencia de infecciones virales y viroidales (Schiebel et al., 1998; Yu et al., 2003; 
revisado en Carr et al., 2010). Por otra parte, como se ha mencionado anteriormente, 
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las DCLs también han sido implicadas en el silenciamiento viral y viroidal (Tsagris et al., 








Tabla 4. Correspondencias entre genes implicados en el silenciamiento génico en Arabidopsis y 
sus posibles ortólogos en tomate. Se muestran los números de acceso para los diferentes 
factores de Arabidopsis (Arabidopsis thaliana), sus posibles análogos funcionales de tomate 
según su similitud de secuencia (Solanum lycopersicon “Sol Genomics database”), así como los 
publicados en Bai et al. (2012). (*) La secuencia SGN-U577143 se corresponde con RdRP, 
previamente publicada en Schiebel et al. (1998). 
 
Así pues, decidimos estudiar si la expresión de aquellos genes de tomate 
obtenidos por rastreo de secuencias se veía alterada como consecuencia de una 
infección viral o viroidal. De esta forma, podríamos confirmar su posible implicación en 
el silenciamiento de RNA. Para ello, utilizamos dos sistemas planta-patógeno 
diferentes: plantas de tomate infectadas con ToMV y plantas de tomate infectadas con 
CEVd. En ambos casos, llevamos a cabo el estudio de la expresión de dichos genes 
tomando muestras a diferentes tiempos y analizándolas mediante RT-PCR cuantitativa.  
 
2.1. Expresión de genes implicados en el silenciamiento de RNA en plantas de tomate 
infectadas con ToMV 
Con el fin de estudiar la variación del patrón de transcripción de los genes 




Unigen Bai et al. (2012)
DCL1 At1G01040 SGN-U603587 Solyc10g005130
DCL2 At3g03300 SGN-U577527 Solyc11g008540
DCL4 At5g20320 SGN-U582677 Solyc07g005030
RDR1 At1g14790 SGN-U577143 (*) Solyc05g007510
RDR2 At4g11130 SGN-U583558 Solyc03g114140




infección con ToMV, se realizó un experimento de infección de plantas de tomate con 
este virus, tomándose muestras de las plantas infectadas 7 días después de la 
inoculación, así como de sus correspondientes plantas control (ver Materiales y 
Métodos). Este tiempo se eligió en base a los resultados obtenidos en el estudio del 
retraso que generan los tratamientos con SA y GA en la aparición de la proteína de la 
cápside del ToMV, ya que a los 7 días post-inoculación es cuando se observa el retraso. 
Una vez comprobado mediante SDS-PAGE que la infección por ToMV había tenido 
lugar, el siguiente paso fue analizar la acumulación de mRNA de los posibles genes de 
la vía de silenciamiento génico en tomate como consecuencia de dicha infección. Para 
ello, se realizó una extracción de RNA y posterior RT-PCR cuantitativa para las 
secuencias RDR y DCL de tomate, a partir de las muestras obtenidas. 
Como se observa en la Figura 12, la infección por ToMV produce una inducción 
estadísticamente significativa de todas las endorribonucleasas Dicer-like (DCL). 
Concretamente, ToDCL2 presenta la inducción más fuerte, alcanzando un nivel hasta 
40 veces superior al que se encuentra en las plantas control. A partir de las mismas 
muestras, se llevaron a cabo estudios de inducción de las RNA polimerasas RNA-
dependientes (RDR). De nuevo, se produce una inducción estadísticamente 
significativa de todos estos genes como consecuencia de la infección con el virus 
asintomático, a excepción de ToRDR2, la cual presenta un aumento menor en su 
expresión que resulta estadísticamente no significativo.  
Por lo que respecta a las DCLs, estudios genéticos realizados en Arabidopsis 
thaliana han puesto de manifiesto el acceso jerárquico de DCL4 y DCL2 al RNA de 
doble cadena (dsRNA) viral. Se ha descrito que la endonucleasa DCL4 es responsable 
de la fragmentación en siRNAs de 21 nucleótidos a partir de virus de RNA y DNA. En 
ausencia de DCL4, DCL2 actúa como sustituto de DCL4 para generar vsiRNAs de 22 nt 
(Deleris et al., 2006; Llave, 2010). Sin embargo, hemos observado en tomate que la 
inducción de ToDCL2 por ToMV es mayor que la de ToDCL4. En consonancia con 
nuestros resultados, se ha descrito que la infección de plantas de tomate con el Virus 
del Mosaico del Pepino (PepMV) produce una inducción significativa del gen DCL2, 
siendo la inducción de DCL4 por PepMV mucho menor (Hanssen et al., 2011). Además, 
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estos autores afirman que la notable inducción de DCL2 podría ser indicativa de la 
presencia de un supresor de silenciamiento codificado en el virus que podría interferir 
con la actividad de DCL4. Por último, aunque se ha descrito que DCL1 contribuye en 
menor medida a la formación de vsiRNA en plantas infectadas con virus de RNA (Llave, 
2010), parece que DCL1 actuaría suprimiendo las estructuras tipo hairpin (horquilla) de 
los transcritos primarios en plantas infectadas con el Virus del Mosaico de la Coliflor, 
un virus de DNA de doble cadena, facilitando así el acceso a las otras DCLs (Moissiard y 
Voinnet, 2006). De acuerdo con esta idea, también hemos observado una leve 













Figura 12. Niveles de expresión de los genes DCL1, DCL2, DCL4, RDR1, RDR2 y RDR6 de tomate en 
plantas infectadas con el virus del mosaico del tomate (ToMV), determinados por RT-PCR 
cuantitativa. Los valores obtenidos fueron normalizados respecto al nivel de expresión de la 
actina, tomando como valor de referencia 1 la cantidad de mRNA de las plantas no infectadas 
(Control). Se realizaron tres réplicas biológicas. Los niveles de expresión se expresan como la 
media ± el error estándar. Se llevó a cabo un análisis estadístico de t de Student. El asterisco (*) 
indica que existe significación estadística con un valor p < 0.05. El asterisco doble (**) indica que 
















































































Numerosos estudios indican que las RDRs están también implicadas en el 
silenciamiento antiviral, pues plantas que presentan alteraciones en la actividad de 
estas proteínas muestran una mayor susceptibilidad a virus de RNA y DNA (Bologna y 
Voinnet, 2014). Aunque pueden actuar de manera complementaria y coordinada, 
parece que las  distintas RDRs presentan diferentes sensibilidades hacia los distintos 
virus (Llave, 2010). Ello podría explicar el hecho de que los genes ToRDR1 y ToRDR6 de 
tomate se induzcan de manera significativa como consecuencia de la infección con 
ToMV, mientras que ToRDR2 apenas varíe sus niveles de acumulación de transcrito. 
Por otra parte, la inducción del gen RDR1 ya ha sido descrita en otros sistemas planta-
virus, tales como Arabidopsis thaliana infectada con el Virus del Mosaico del Tabaco, 
cepa crucífera (TMV-cg) (Yu et al., 2003), plantas de maíz infectadas con el Virus del 
Mosaico de la Caña de Azúcar (SCMV) (He et al., 2010) o plantas de tabaco infectadas 
con el Virus del Mosaico del Tabaco (TMV) (Xie et al., 2001), con el Virus de la Sharka 
(PPV) (Alamillo et al., 2006) o con el Virus del Manchado Anular (ToRSV) (Jovel et al., 
2011). De acuerdo con lo que se había descrito en plantas de tomate infectadas con 
PepMV (Hanssen et al., 2011), también hemos observado inducción del gen ToRDR6 en 
plantas de tomate infectadas por ToMV. 
 
2.2. Inducción de genes implicados en el silenciamiento de RNA en plantas de tomate 
infectadas con CEVd 
Con el objeto de determinar la posible implicación de los genes de tomate 
mencionados previamente en el silenciamiento viroidal, realizamos un estudio de la 
inducción de los mismos a lo largo del desarrollo de la enfermedad ocasionada por el 
viroide. Para ello, se inocularon plántulas de tomate con CEVd y se recogieron 
muestras a los 20 días post-inoculación (dpi), momento en el que las plantas 
presentaban claros síntomas de epinastia foliar y reducción del crecimiento como 
consecuencia de la infección. Se comprobó la presencia del viroide mediante RT-PCR 
convencional con cebadores específicos para CEVd. Dichas muestras, así como las 
muestras correspondientes a plantas control, fueron analizadas por PCR cuantitativa 
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con oligonucleótidos específicos para los diferentes genes relacionados con el 
silenciamiento de RNA (ver Materiales y Métodos).  
La Figura 13 muestra que la infección con CEVd induce significativamente todos los 
genes analizados, a excepción de la polimerasa ToRDR6, que apenas varía sus niveles 
de expresión con la infección y cuya diferencia entre plantas infectadas y plantas 
control resultó estadísticamente no significativa. Nuestros resultados indican, tal y 
como ha sido descrito (Schiebel et al., 1998), que ToRDR1 se induce en tomate como 
consecuencia de la infección viroidal y que, a diferencia de lo ocurrido en la infección 
viral, la inducción de ToDCL4 es la más destacada en plantas infectadas con viroide. Al 
igual que hemos razonado para la infección con ToMV, estos resultados permiten 












Figura 13. Niveles de expresión de los genes DCL1, DCL2, DCL4, RDR1, RDR2 y RDR6 de tomate en 
plantas infectadas con CEVd, determinados por RT-PCR cuantitativa. Los valores obtenidos fueron 
normalizados respecto al nivel de expresión de la actina, tomando como valor de referencia 1 la 
cantidad de mRNA de las plantas no infectadas (Control). Se realizaron tres réplicas biológicas. 
Los niveles de expresión se expresan como la media ± el error estándar. Se llevó a cabo un 
análisis estadístico de t de Student. El asterisco (*) indica que existe significación estadística con 
























































































Se ha descrito que la endonucleasa DCL1 está implicada en el corte de las 
moléculas de RNA derivadas de virus de DNA y también en la formación de microRNAs 
(Brodersen y Voinnet, 2006). Puesto que los viroides son moléculas de RNA, la 
inducción de DCL1 estaría más relacionada con la posible formación de microRNAs que 
pudieran actuar sobre mRNAs vegetales. Así pues, la inducción que observamos de 
DCL1 podría apoyar la hipótesis, defendida por muchos autores, de que la activación 
de los mecanismos de silenciamiento por parte del viroide formaría parte del propio 
desarrollo de la enfermedad viroidal, y no de un mecanismo de defensa de las plantas 
(Papaefthimiou et al., 2001; Markarian et al., 2004; Wang et al., 2004; Matousek et al., 
2007; Gómez et al., 2008; Martínez et al., 2010; Navarro et al., 2012). Por lo que 
respecta a DCL2 y DCL4, el estudio de su inducción por infección viroidal no se había 
realizado hasta el momento, si bien se asumía la actividad de ambas endonucleasas 
frente a partículas de RNA viroidal, puesto que la acumulación de VdsRNAs sí ha sido 
descrita en varias ocasiones (Navarro et al., 2009). 
En cuanto a las RDRs, la inducción de ToRDR1 también se ha descrito en plantas de 
tomate infectadas por el Viroide del Tubérculo Fusiforme de la Patata (PSTVd) 
(Schiebel et al., 1998). Por su parte, se ha relacionado la inducción de RDR6 con la 
aparición de síntomas en plantas de Nicotiana benthamiana infectadas con el Viroide 
del Enanismo del Lúpulo (HSVd) (Gómez et al., 2008). También se ha descrito una 
correlación entre RDR6 y la acumulación de PSTVd en N. benthamiana, puesto que 
plantas transgénicas de esta especie con RDR6 silenciada presentan una mayor 
acumulación de viroide (Di Serio et al., 2010). En nuestro caso, plantas de tomate 
infectadas con CEVd mostraron una cierta inducción de ToRDR6, cuyos niveles de 
expresión fueron superiores a los de las plantas control. Por último, algunos autores 
han propuesto que RDR2, cuya inducción hemos detectado en plantas de tomate 
infectadas con CEVd, podría estar implicado en el reconocimiento de RNAs viroidales 
de polaridad positiva (Navarro et al., 2009). Al igual que ocurre con las infecciones 
virales, parece que la participación de las RDRs podría ser distinta según la interacción 
de la que se trate. De hecho, el patrón de expresión observado para la infección con 
ToMV (Figura 12) difiere del obtenido con CEVd (Figura 13). La obtención de plantas de 
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tomate que silencien estas RDRs, por separado y de manera conjunta, podría 
esclarecer el papel que éstas tienen en las distintas infecciones patogénicas.  
Nuestros resultados del estudio de la inducción de genes de tomate implicados en 
el silenciamiento génico en infecciones virales y viroidales confirman su posible 
implicación en mecanismos de silenciamiento de RNA. Así pues, nos planteamos 
analizar la relación que puede existir entre las moléculas señal GA y SA y la expresión 
de dichos genes en tomate, con objeto de estudiar las bases moleculares de la 
resistencia inducida que hemos observado. 
 
3. Estudio de las bases moleculares de la resistencia mediada por GA y SA en tomate 
 
Habíamos observado previamente que, al tratar plantas de tomate con SA o GA, se 
inducía en éstas resistencia a ToMV y que, del mismo modo, tratando plantas de 
Gynura aurantiaca con SA o GA se inducía resistencia a CEVd. Así pues, decidimos 
estudiar las bases moleculares de dicha resistencia mediada por SA y GA, utilizando el 
sistema tomate-ToMV, por las ventajas que supone trabajar con esta especie con 
respecto a Gynura. 
Como se ha comentado previamente, la inducción de PRs mediada por SA parece 
no estar implicada en la resistencia a virus (Cutt et al., 1989; Linthorst et al., 1989; 
Shang et al., 2011) y además, existen datos que relacionan la resistencia inducida por 
SA y los mecanismos de silenciamiento de RNA (revisado en Carr et al., 2010). Así pues, 
decidimos estudiar las bases moleculares de la resistencia mediada por SA o GA en 
tomate, en relación con la posible implicación de genes que participan en el 
silenciamiento de RNA en dicha resistencia. Para ello empleamos las secuencias de 
RDRs y DCLs de tomate indicadas anteriormente, realizando un seguimiento de su 
expresión a lo largo de tratamientos exógenos con SA o GA, en ausencia de infección 




Así pues, se llevó a cabo un experimento equivalente al que se realizó para 
estudiar la resistencia mediada por SA o GA de plantas de tomate a ToMV, 
centrándonos esta vez en el tratamiento de los explantes previo a la inoculación. Para 
ello se tomaron muestras a 0, 4, 8, 12 y 48 horas de incubación con SA, GA o tampón 
(ver Materiales y Métodos). A partir de estas muestras (SA, GA o Tp) se realizó 
extracción de RNA y posterior análisis por PCR cuantitativa para estudiar la expresión 
de los genes de tomate implicados en el silenciamiento previamente estudiados. Para 
confirmar la efectividad del tratamiento, se llevó a cabo un estudio de la expresión de 
PR1, que responde a tratamientos con SA, y de P23, como control del tratamiento con 
GA, y que responde peor a SA (Bellés et al., 1999). En la Figura 14 se observa que el 
transcrito de PR1 se acumuló de manera significativa en las plantas tratadas con SA, 
siendo mucho menor en las plantas tratadas con GA. En el caso de P23, su inducción es 
más fuerte como consecuencia del tratamiento con GA, aunque también se alcanzan 
niveles elevados tras el tratamiento con SA. Por tanto, los tratamientos fueron 
efectivos y estábamos en disposición de estudiar qué genes relacionados con el 








Figura 14. Niveles de expresión de los genes que codifican las proteínas pathogenesis-related PR1 
y P23 en plantas de tomate tratadas con Tampón, ácido gentísico (GA) y ácido salicílico (SA). Los 
niveles de mRNA se determinaron por RT-PCR cuantitativa. Los valores obtenidos fueron 
normalizados respecto al nivel de expresión de la actina, tomando como valor de referencia 1 la 
cantidad de mRNA de plantas control no tratadas. Se realizaron tres réplicas biológicas. Los 
niveles de expresión se expresan como la media ± el error estándar. Las comparaciones entre 
grupos múltiples (plantas tratadas con SA, GA y Tampón) se realizaron mediante un test de 
análisis de la varianza (ANOVA) para cada tiempo. Las mismas letras indican que no existe 
diferencia significativa, letras distintas valor p < 0.05.  
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Como se observa en la Figura 15, los tratamientos con SA indujeron de manera 
significativa la expresión de las endonucleasas ToDCL1 y ToDCL2, mostrando un 
máximo a 12 h y 8 h, respectivamente. En cuanto al tratamiento con GA, se observó 
una inducción estadísticamente significativa de ToDCL2, con un valor máximo a las 4 
horas. Por tanto, la inducción de ToDCL2 por GA parecía ser más rápida que el efecto 














Figura 15. Niveles de expresión de los genes DCL1, DCL2 y DCL4 en plantas de tomate tratadas 
con Tampón, ácido gentísico (GA) y ácido salicílico (SA). Los niveles de mRNA se determinaron 
por RT-PCR cuantitativa. Los valores obtenidos fueron normalizados respecto al nivel de 
expresión de la actina, tomando como valor de referencia 1 la cantidad de mRNA de plantas 
control no tratadas. Se realizaron tres réplicas biológicas. Los niveles de expresión se expresan 
como la media ± el error estándar. Las comparaciones entre grupos múltiples (plantas tratadas 
con SA, GA y Tampón) se realizaron mediante un test de análisis de la varianza (ANOVA) para 
cada tiempo. Las mismas letras indican que no existe diferencia significativa, letras distintas valor 
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También se observó una leve inducción de las tres DCLs de tomate en las plantas 
tratadas con tampón, que podría deberse a la herida producida en el tallo a causa de la 
técnica empleada, el stem-feeding (ver Materiales y Métodos). Por otro lado, se 
detectó una fuerte y significativa represión de ToDCL4 en tratamientos con SA o GA. 
En cuanto a las polimerasas RDR de tomate (Figura 16), ToRDR1 y ToRDR2 
presentaron una fuerte inducción por SA, mostrando un máximo a las 8 y 12 horas de 
tratamiento, respectivamente. Curiosamente, el tratamiento con SA produjo un 
aumento de 100 veces en la expresión de ToRDR1. Por otro lado, pudimos detectar 
una inducción significativa de ToRDR1 y ToRDR2 por GA después de 4 horas de 
tratamiento. De igual modo a lo observado para ToDCL4, no se detectó ninguna 
inducción de ToRDR6 por tratamientos con SA o GA. De nuevo se observó una leve 
inducción de la tres RDRs de tomate en las plantas control, que podría deberse a la 
herida causada por el tratamiento. De manera similar al resultado obtenido para 
ToDCL4, se observó una represión de ToRDR6 en las plantas tratadas con SA o GA.  
Estos resultados indican que la aparición de resistencia observada con 
tratamientos con GA o SA podría estar relacionada con la inducción de los genes 
implicados en el silenciamiento génico como parte de la respuesta defensiva en 
tomate. La mayor eficiencia de la resistencia inducida por SA se correlaciona con una 
activación más intensa de la DCLs y RDRs, en relación con el efecto producido por GA.  
Como se ha comentado anteriormente, existen distintas pruebas que relacionan la  
respuesta inducida por SA y la ruta de silenciamiento de RNA (revisado en Carr et al., 
2010). Entre éstas, se ha descrito que RDR1 se induce como consecuencia de 
tratamientos con SA en distintas especies vegetales (Xie et al., 2001; Yu et al., 2003; 
Yang et al., 2004; Quilis et al., 2008; Liu et al., 2009). Los resultados que mostramos en 
este trabajo se suman a los ya descritos, pues indican que, efectivamente, ToRDR1 se 
induce en tomate como consecuencia de tratamientos exógenos con SA. Del mismo 
modo ocurre con ToDCL1, ToDCL2 y ToRDR2, confirmando la relación existente entre el 
SA y el silenciamiento de RNA.  
 

















Figura 16. Niveles de expresión de los genes RDR1, RDR2 y RDR6 en plantas de tomate tratadas 
con Tampón, ácido gentísico (GA) y ácido salicílico (SA). Los niveles de mRNA se determinaron 
por RT-PCR cuantitativa. Los valores obtenidos fueron normalizados respecto al nivel de 
expresión de la actina, tomando como valor de referencia 1 la cantidad de mRNA de plantas 
control no tratadas. Se realizaron tres réplicas biológicas. Los niveles de expresión se expresan 
como la media ± el error estándar. Las comparaciones entre grupos múltiples (plantas tratadas 
con SA, GA y Tampón) se realizaron mediante un test de análisis de la varianza (ANOVA) para 
cada tiempo. Las mismas letras indican que no existe diferencia significativa, letras distintas valor 
p < 0.05.   
 
Asimismo, hemos observado que tratamientos exógenos con GA también inducen 
genes de la ruta de silenciamiento de RNA en tomate, tales como ToRDR1 y ToDCL2, 
aunque dicha inducción parece menos notable. Estos resultados podrían explicar el 
hecho de que tenga lugar un aumento de la expresión génica y de la actividad RdRp en 





















































































pesar de que la acumulación de SA no tenga lugar en las plantas infectadas (Malamy et 
al., 1990). En este tipo de infección de naturaleza sistémica podría tener lugar la 
acumulación de GA, a través de la cual se produciría la inducción observada de RdRp. 
La medida de los niveles de GA en este tipo de interacción podría ayudar a confirmar 
dicha hipótesis.  
Por otra parte, nuestros resultados parecen indicar que la herida podría de alguna 
manera ser un activador de DCLs y RDRs en tomate. Existen diversas pruebas que 
correlacionan la respuesta a herida y el silenciamiento génico. Por ejemplo, se ha 
descrito que RDR1 media en la resistencia de Nicotiana attenuata frente al ataque de 
herbívoros en la naturaleza (Pandey y Baldwin, 2007) y se ha propuesto que DCL2 y 
DCL4 participan también en las defensas frente a herbívoros (Bozorov et al., 2012). Por 
nuestra parte, mostramos en este trabajo una represión de ToDCL4 y ToRDR6 en el 
tratamiento con SA y GA, en comparación con las plantas tratadas con tampón. Esto 
podría deberse a un efecto antagónico entre los tratamientos con SA o GA y la 
respuesta a herida. El antagonismo entre el ácido salicílico  y el ácido jasmónico, la 
molécula señal implicada en la respuesta a herida, está bien establecido en la literatura 
(revisado en Thaler et al., 2012; Derksen et al., 2013). 
En resumen, hemos observado que tanto los tratamientos con SA como con GA 
son capaces, por un lado, de inducir resistencia a distintos patógenos de RNA y, por 
otro, de inducir los genes de la ruta de silenciamiento de RNA en tomate. Los 
tratamientos que implican una inducción más intensa de estos genes se correlacionan 
con una mayor resistencia. Por tanto, nuestros resultados sugieren que la resistencia 
observada podría deberse a la inducción de mecanismos de silenciamiento de RNA, 
reforzando así las conexiones entre el silenciamiento génico y la defensa de las plantas 
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Con el objetivo de contribuir a esclarecer el papel señalizador del ácido gentísico 
(GA) en la respuesta defensiva de las plantas, se pretende obtener plantas 
transgénicas que presenten alteraciones en los niveles de dicho metabolito, tanto en 
su forma libre como conjugada. Para ello, se llevará a cabo la sobreexpresión de la 
glicosiltransferasa de tomate GAGT, previamente caracterizada en nuestro grupo, la 
cual presenta una elevada especificidad tanto hacia la molécula donante del azúcar, la 
UDP-xilosa, como por el sustrato aceptor, el GA (Tárraga et al., 2010). Estas plantas 
podrían mostrar un desequilibrio en los niveles de GA libre y conjugado y, como 
consecuencia de ello, exhibir diferencias de susceptibilidad y/o resistencia ante 
infecciones donde la acumulación de GA ha sido previamente descrita (Bellés et al., 
1999; Bellés et al., 2006). 
Por otra parte, se pretende abordar en este capítulo la caracterización de la 
actividad de la proteína de tomate inducida por herida Twi1. Dicha proteína fue 
identificada como posible glicosiltransferasa debido a su homología con proteínas 
pertenecientes a esta clase (O’Donnell et al., 1998), aunque no se han llevado a cabo 
estudios de actividad enzimática hasta la fecha. Su secuencia completa fue obtenida 
en nuestro grupo junto con la de GAGT, mediante el rastreo de una genoteca de 
expresión en tomate (Tárraga, 2006). El gen que codifica Twi1 se induce en tomate en 
respuesta a herida, interacciones de tipo incompatible y tratamientos con compuestos 
de naturaleza fenólica, tales como el ácido salicílico (SA) y el ácido 2,6-
dihidroxibenzoico entre otros (O’Donnell et al., 1998). Las funciones de ambas 
glicosiltransferasas podrían estar relacionadas y, por tanto, la caracterización de Twi1 
puede resultar de gran interés en el estudio de la respuesta defensiva de las plantas 
de tomate frente a ataques patogénicos.  
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1. Obtención y caracterización de plantas transgénicas GAGT 
 
Con el fin de estudiar la actividad de GAGT in vivo, así como su función en la 
respuesta defensiva de las plantas, decidimos preparar una construcción génica para 
llevar a cabo su sobreexpresión en plantas. Nos propusimos comprobar la 
construcción obtenida mediante expresión transitoria en Nicotiana benthamiana, 
para posteriormente utilizarla en la generación y caracterización de plantas 
transgénicas de Arabidopsis thaliana y de tomate que sobreexpresen GAGT. 
 
1.1. Expresión transitoria de GAGT en plantas de Nicotiana benthamiana 
Previamente, en nuestro laboratorio se había caracterizado la actividad 
bioquímica de GAGT mediante su expresión en Pichia pastoris. La proteína 
recombinante expresada en levadura mostró actividad glicosiltransferasa, catalizando 
la conjugación de ácido gentísico (GA) a una molécula de azúcar, en este caso la xilosa, 
pasando el GA de forma libre a forma conjugada (Tárraga et al., 2010). 
A continuación nos propusimos obtener una construcción que permitiera llevar a 
cabo la sobreexpresión y el estudio de GAGT en plantas. Para ello, el cDNA completo 
de GAGT fue clonado en el plásmido binario pGWB8, obteniéndose la construcción 
pGWB8_GAGT, tal y como se describe en Materiales y Métodos (apartado 7.1). Dicha 
construcción permite la sobreexpresión de GAGT fusionada a una cola de 6 residuos 
de histidina en el extremo C-terminal, lo que posibilita la detección inmunológica de la 
proteína recombinante con un anticuerpo monoclonal Anti-His, así como su 
purificación por afinidad.  
Previamente a la obtención de plantas transgénicas estables, se llevó a cabo un 
experimento de expresión transitoria en Nicotiana benthamiana, con el fin de 
comprobar si la construcción obtenida permite la sobreexpresión de la proteína activa 
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en plantas. Para llevar a cabo el experimento se partió de bacterias de la cepa C58 de 
Agrobacterium tumefaciens transformadas con las siguientes construcciones: el 
plásmido binario pGWB8 utilizado como control, la construcción pGWB8_GAGT objeto 
de estudio, y el plásmido p19, que codifica el supresor viral de silenciamiento del 
mismo nombre. Esta construcción fue amablemente cedida por el Dr. Diego Orzáez 
(IBMCP, UPV-CSIC, Valencia, España).  
El experimento se realizó con plantas de 4 semanas de edad. Las plantas 
consideradas como control fueron infiltradas con una mezcla 1:1 de cultivos de 
Agrobacterium que contenían los plásmidos pGWB8 y p19. Las plantas restantes, a las 
que denominamos plantas GAGT, se infiltraron con una mezcla 1:1 de cultivos de 
Agrobacterium que contenían la construcción pGWB8_GAGT y el plásmido p19. El 
empleo del plásmido p19 mejora la eficiencia de la sobreexpresión, ya que evita el 
silenciamiento génico posttranscripcional (Voinnet et al., 2003). Las muestras fueron 
recogidas a los 3 días de haber realizado la agroinoculación. 
A partir de las hojas de Nicotiana benthamiana agroinoculadas con las diferentes 
construcciones, se procedió al estudio de la expresión del cDNA recombinante de 
GAGT mediante RT-PCR, utilizando cebadores específicos de GAGT y de cola de 
histidinas (His6), según se detalla en Materiales y Métodos. Como control se realizaron 
amplificaciones empleando oligonucleótidos del gen constitutivo RPL2 (Fleming et al., 
1993). Como se muestra en la Figura 17A, el cDNA recombinante de GAGT se 
transcribe en todas las plantas agroinfiltradas con la construcción pGWB8_GAGT.  
Tras comprobar la presencia del mRNA recombinante GAGT, se procedió a la 
detección de la proteína en los tejidos agroinoculados. Para ello se realizó una 
electroforesis de proteínas en gel de poliacrilamida (SDS/PAGE) y posterior Western 
blot, a partir de extractos proteicos de hojas de plantas de N. benthamiana 
agroinoculadas. Se empleó el anticuerpo primario monoclonal Anti-His, que reconoce 
específicamente la extensión de histidinas. Como se muestra en la Figura 17B, el 
anticuerpo reveló la presencia de la proteína recombinante GAGT en los tejidos 
agroinfiltrados con la construcción pGWB8_GAGT.  
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Estos resultados indican que la construcción binaria pGWB8_GAGT obtenida 
permite la expresión de la proteína GAGT en plantas y por tanto es apta para llevar a 










Figura 17. Expresión de GAGT en plantas de N. benthamiana. A) Acumulación del transcrito de 
GAGT-His en las plantas agroinoculadas. Se muestra el análisis electroforético del resultado de la 
amplificación del transcrito de GAGT-His mediante RT-PCR a partir de RNAs de plantas control 
pGWB8 y plantas transgénicas pGWB8_GAGT. Carrera pGWB8: plantas de tabaco control; 
carreras GAGT  1, 2 y 3: líneas de expresión transitoria pGWB8_GAGT. El panel superior muestra 
los resultados de la amplificación empleando cebadores específicos de GAGT y cola de histidinas 
(His6). El siguiente panel corresponde a la amplificación del transcrito del gen RPL2, utilizado 
como control. El panel inferior presenta la integridad del RNA empleado (RNA total). B) Detección 
mediante Western blot de la proteína recombinante GAGT en plantas agroinfiltradas de N. 
benthamiana. GAGT 1, 2 y 3: líneas de expresión transitoria pGWB8_GAGT. La detección de la 
proteína sobreexpresada se realizó con el anticuerpo primario Anti-His6 y el anticuerpo 
secundario Anti-IgG conjugado a fosfatasa alcalina. 
 
1.2. Obtención y caracterización de plantas transgénicas de Arabidopsis GAGT  
Una vez comprobado que la construcción pGWB8_GAGT obtenida resultaba en la 
acumulación de proteína en plantas de N. benthamiana agroinoculadas, decidimos 
llevar a cabo la obtención de plantas transgénicas estables, con el fin de estudiar la 
actividad de GAGT in vivo, así como su función en la respuesta defensiva. En una 






















ha descrito la acumulación de GA como consecuencia de una infección patogénica 
(Bartsch et al., 2010) y por las ventajas que presenta respecto a tomate.  
 
1.2.1. Transformación genética de Arabidopsis thaliana 
La transformación de plantas de A. thaliana ecotipo Columbia con la construcción 
pGWB8_GAGT se llevó a cabo como se describe en Materiales y Métodos. Como 
resultado de la transformación, se obtuvo finalmente cinco líneas de Arabidopsis 
resistentes a kanamicina. Para comprobar la sobreexpresión del transgén, se realizó 
una amplificación del transcrito de GAGT mediante RT-PCR para cada una de las 
líneas. Como puede verse en la Figura 18, todas las líneas analizadas mostraron 
expresión constitutiva del gen GAGT. De entre ellas, se seleccionaron las líneas AtG 37 
y AtG 43, debido a la buena expresión de GAGT. Además, se comprobó que ambas 
líneas presentaban una segregación correspondiente a la integración de una única 
copia. Partiendo de la generación T0 se llevaron a cabo los estudios de segregación del 
transgén para obtener plantas transgénicas homocigotas (ver Materiales y Métodos), 








Figura 18. Acumulación del mRNA de GAGT en las líneas transgénicas de Arabidopsis. Se muestra 
el análisis mediante RT-PCR de la expresión del transcrito de GAGT en hojas de las cinco líneas 
transgénicas (6, 21, 37, 41 y 43) comparadas con el control (Col-0). La expresión del transcrito de 
Tubulina en hojas se ha empleado como control interno. El panel inferior representa la integridad 
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1.2.2. Tratamiento exógeno con GA de plantas transgénicas de Arabidopsis GAGT  
Para llevar a cabo el estudio de la actividad de GAGT en plantas transgénicas de 
Arabidopsis thaliana, se realizó un tratamiento exógeno con GA, con el fin de 
proporcionar el sustrato necesario para analizar la actividad del enzima. Las plantas se 
rociaron y regaron con una disolución 1 mM de GA (ver Materiales y Métodos). La 
recogida de muestras tuvo lugar a las 24 horas desde el inicio del tratamiento. A 
continuación se realizó una extracción metanólica del material vegetal y se analizó 
mediante HPLC. Los resultados correspondientes a los niveles de GA libre y GA total 









Figura 19. Acumulación de GA libre y GA total en plantas transgénicas de A. thaliana GAGT tras el 
tratamiento con ácido gentísico. Se extrajeron compuestos fenólicos de hojas de las líneas 
transgénicas GAGT (AtG 37 y AtG 43) y plantas control Col-0, tratadas con una disolución de GA 1 
mM, a las 24 horas post-tratamiento. Los extractos fueron analizados mediante HPLC de 
fluorescencia. La media y el error estándar mostrados corresponden a tres plantas 
independientes de un experimento representativo. Se realizaron tres experimentos 
independientes. 
 
Se observa que, como consecuencia del tratamiento, todas las plantas 
acumularon niveles similares de GA total (en torno a los 300 nmol/g peso fresco). Los 
niveles de GA previos al tratamiento han resultado indetectables o despreciables. 
Puesto que se produce una considerable conjugación de GA en las plantas control Col-
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frente a GA. De hecho, se ha detectado la acumulación de GA en plantas de 
Arabidopsis en forma conjugada (Dean y Delaney, 2008; Bartsch et al., 2010), pero la 
proteína o proteínas que llevan a cabo dicha conjugación en esta especie no han sido 
identificadas hasta la fecha. Puede verse en la Figura 19 que la conjugación de GA es 
mayor en el caso de ambas líneas transgénicas GAGT respecto a Col-0, ya que para 
unos niveles de acumulación de GA total muy similares en todas ellas, los niveles de 
GA en forma libre son inferiores en las plantas transgénicas.  
Con el fin de facilitar la interpretación de los resultados, en la Tabla 5 se muestran 
los porcentajes de conjugación y los niveles de GA libre para cada una de las líneas 
transgénicas, así como para las plantas control. Se observa un mayor porcentaje de 
conjugación y, consecuentemente, niveles inferiores de GA libre en ambas líneas 
transgénicas, con respecto a las plantas control. Dichas diferencias son más acusadas 
para el caso de la línea AtG 43,  resultando estadísticamente significativas con 





Tabla 5. Porcentaje de conjugación y acumulación de GA libre en plantas transgénicas de A. 
thaliana GAGT (AtG 37 y AtG 43) y plantas control Col-0 tratadas con GA 1 mM, a las 24 horas 
post-tratamiento. El valor p se obtuvo mediante un análisis estadístico t de Student de los datos 
correspondientes a tres experimentos independientes.  
 
Hemos, por tanto, obtenido un sistema binario para la sobreexpresión de GAGT 
en plantas, dando lugar a una proteína activa frente a GA aplicado exógenamente, 
confirmando la actividad de GAGT in vivo en un sistema heterólogo. La sobreexpresión 
de GAGT en plantas transgénicas de Arabidopsis da lugar a un fenotipo metabólico, 
puesto que estas plantas presentan un mayor porcentaje de conjugación de GA, lo 




(nmol / g PF)
Col-0 47.66 171.77
AtG 37 61.5 <  0.05 125.04 0.168
AtG 43 73.93 <  0.01 80.88 <  0.05
valor p
----
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observado al llevar a cabo la sobreexpresión en Arabidopsis de UGT73C6, una proteína 
que presenta actividad glicosiltransferasa frente a brasinoesteroides (BRs) (Husar et 
al., 2011). El brasinólido, aplicado exógenamente, es rápidamente asimilado por las 
plantas transgénicas y glicosilado, lo que causa la reducción en los niveles libres de 
BRs, que resultan ser los niveles activos. Puesto que los BRs son moléculas señal con 
un papel esencial en el crecimiento y desarrollo de las plantas, dichas plantas 
transgénicas presentan defectos en el crecimiento en comparación con las plantas 
control, debidas a la deficiencia en BRs.  
Hasta la fecha no se ha estudiado en profundidad si el GA desempeña alguna 
función en A. thaliana. Sin embargo, se ha observado la acumulación de GA en plantas 
de Arabidopsis infectadas con la bacteria Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst 
AvrRpmI), predominantemente en forma conjugada, aunque también se ha detectado 
en forma libre (Bartsch et al., 2010). Esto abre una nueva vía para el estudio del 
posible papel del GA en la respuesta defensiva de las plantas, empleando Arabidopsis 
como sistema modelo. 
Por tanto, llevamos a cabo el estudio de la inducción del gen de defensa PR1 en 
plantas de Arabidopsis tratadas con GA. Plantas Col-0 rociadas y regadas con una 
disolución 1 mM de GA (ver Materiales y Métodos) fueron analizadas por PCR 
cuantitativa transcurridas 24 horas desde el inicio del tratamiento. Se emplearon 
plantas tratadas con una disolución 1 mM de SA como control positivo del 
experimento. En la Figura 20 se muestra cómo, efectivamente, tratamientos exógenos 
con SA producen una fuerte inducción de PR1. Se observa que los tratamientos con 
GA también inducen la acumulación del mensajero de PR1, alcanzando niveles 10 
veces superiores a los detectados en las plantas control tratadas con H2O. Esto pone 
de manifiesto que tratamientos con GA producen la activación de la respuesta 
defensiva en Arabidopsis, de igual modo a como ocurre en tomate, Gynura o pepino 
(Bellés et al., 1999, 2006), lo que sugiere que el GA podría también jugar un papel en 





Figura 20. Niveles de expresión del gen 
PR1 en plantas de Arabidopsis Col-0 
tratadas con agua (H2O), ácido gentísico 
(GA) y ácido salicílico (SA), a las 24 horas 
post-tratamiento. Los niveles de mRNA 
se determinaron por RT-PCR 
cuantitativa. Los valores obtenidos 
fueron normalizados respecto al nivel de 
expresión del gen de la familia SAND 
(At2g28390), tomando como valor de 
referencia 1 la cantidad de mRNA de las 
plantas control no tratadas. La media y 
el error estándar mostrados 
corresponden a tres plantas 
independientes de un experimento 
representativo. Se realizaron dos 






1.2.3. Infección de plantas transgénicas de Arabidopsis GAGT con la bacteria 
Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 AvrRpmI 
Se ha observado la acumulación de GA en plantas de tomate, Gynura aurantiaca o 
pepino como consecuencia de infecciones no necrotizantes (Bellés et al., 1999, 2006). 
En el caso de Arabidopsis, esta acumulación de GA frente a una infección patogénica, 
así como el papel que este compuesto desempeña en la respuesta defensiva, no han 
sido estudiados.  
Con el fin de analizar el papel del GA en la respuesta defensiva en A. thaliana, se 
llevó a cabo la infección de plantas transgénicas de Arabidopsis GAGT con la bacteria 
Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 AvrRpmI, y se estudió la posible 
implicación de la sobreexpresión de GAGT sobre el crecimiento bacteriano1. Asimismo, 
se analizaron los niveles de acumulación de GA libre y conjugado como consecuencia 
de la infección. 
                                               
1 Estos estudios fueron llevados a cabo durante una estancia de tres meses en el laboratorio de la Dra. Susana Rivas 
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Cuantificación de los niveles de ácido gentísico libre y conjugado  
Se llevó a cabo la infección con la bacteria fitopatógena Pseudomonas syringae 
pv. tomato DC3000 AvrRpmI de plantas transgénicas de A. thaliana GAGT, plantas 
control Col-0 y plantas NahG, incapaces de acumular SA (Delaney et al., 1994; Rairdan 
y Delaney, 2002). Dicha infección se realizó según se describe en Materiales y 
Métodos y la recogida de muestras se llevó a cabo a las 24 horas post-inoculación 
(hpi). Con el fin de estudiar la acumulación de GA en plantas de Arabidopsis a causa de 
la infección, se realizó la cuantificación del contenido en GA libre y GA total mediante 
HPLC. La Figura 21 muestra los resultados de dichas medidas correspondientes a Col-









Figura 21. Acumulación de GA libre y GA total en plantas transgénicas de A. thaliana GAGT 
infectadas con la bacteria Pseudomonas syringae pv. tomato AvrRpmI. Análisis mediante HPLC de 
fluorescencia de extractos fenólicos de hojas de las líneas transgénicas GAGT (AtG 37 y AtG 43), 
NahG y plantas control Col-0, a las 24 horas post-inoculación. La media y el error estándar 
mostrados corresponden a tres plantas independientes de un experimento representativo. Se 
realizaron tres experimentos independientes. 
 
Las plantas control Col-0 acumularon GA como consecuencia de la infección con la 
bacteria Pst AvrRpmI, corroborando lo descrito anteriormente por Bartsch y 
colaboradores (2010). Tal y como cabía esperar, no se detectaron niveles de GA en las 


















precursor del GA. Ambas líneas transgénicas GAGT acumularon una mayor cantidad 
de GA total, respecto al control Col-0. De igual modo a como habíamos observado en 
el caso de los tratamientos exógenos, las plantas transgénicas GAGT presentaron una 
mayor cantidad de GA en forma conjugada, respecto a plantas control. De hecho, 
parece que el GA acumulado durante la infección en AtG 37 y AtG 43 está conjugado 
en su totalidad, ya que no se detectó GA en forma libre en plantas de ninguna de las 
dos líneas transgénicas. A diferencia, detectamos una pequeña acumulación de GA en 
forma libre en las plantas control Col-0.  
En la Tabla 6 se muestra el porcentaje de conjugación y la cantidad de GA libre 
para cada línea. Estos resultados concuerdan con los obtenidos para los tratamientos 
de GA, aunque el porcentaje de conjugación en caso de infección es superior. Esto 
podría deberse a que los niveles de GA total acumulados a causa de la infección (en 
torno a 100 nmol/g PF) son muy inferiores a los alcanzados con el tratamiento y ello 
haga que la conjugación sea más efectiva con una menor cantidad de sustrato. Las 
diferencias entre las líneas transgénicas y Col-0 en cuanto a porcentaje de conjugación 
y cantidad de GA libre resultaron estadísticamente significativas en ambos casos y 






Tabla 6. Porcentaje de conjugación y acumulación de GA libre en plantas transgénicas de A. thaliana 
GAGT (AtG 37 y AtG 43) y plantas control Col-0 infectadas con la bacteria Pseudomonas syringae pv. 
tomato AvrRpmI, a las 24 horas post-inoculación. El valor p se obtuvo mediante un análisis 
estadístico t de Student de los datos correspondientes a tres experimentos independientes.  
 
Dado que el GA acumulado durante una infección procede del SA, en las plantas 




(nmol / g PF)
Col-0 88.67 4.62 ± 0.38
AtG 37 100 <  0.01 0 <  0.05
AtG 43 100 <  0.01 0 <  0.05
valor p
----
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de SA, en comparación con las plantas control. Sin embargo, en el caso de las líneas 
transgénicas AtG 37 y AtG 43, no hemos detectado diferencias notables en los niveles 
de SA, libre o conjugado, en muestras recogidas a las 24 horas post-inoculación, 
respecto a Col-0 (datos no mostrados). Estos resultados coinciden con los 
recientemente publicados por Bartsch y colaboradores (2010), puesto que plantas de 
Arabidopsis, tanto Col-0 como el mutante eds1, no mostraron una correlación clara 
entre el contenido en SA y el contenido en GA cuando se produjo la acumulación de 
ambos en respuesta a la infección con P. syringae. A las 24 hpi, la acumulación de GA 
era casi el doble en Col-0 en comparación con eds1, sin embargo, los niveles de SA 
resultaron ser prácticamente iguales en ambos genotipos. 
 
Cuantificación del crecimiento bacteriano  
Con el fin de estudiar el efecto de la sobreexpresión de GAGT sobre el crecimiento 
bacteriano, se llevó a cabo la infección de plantas transgénicas de A. thaliana GAGT, 
plantas control Col-0 y plantas NahG con la bacteria Pseudomonas syringae DC3000 
AvrRpmI según se detalla en Materiales y Métodos. La cuantificación del crecimiento 
bacteriano se llevó a cabo a los 3 días post-inoculación, mediante conteo de colonias 
en placa sobre medio selectivo.  
En la Figura 22 se observa cómo las plantas NahG, incapaces de acumular SA y por 
tanto más susceptibles a la infección (Delaney et al., 1994; Rairdan y Delaney, 2002), 
presentan un mayor crecimiento bacteriano respecto a las plantas control Col-0. 
Asimismo, se observa que las líneas AtG 37 y AtG 43 presentan valores de crecimiento 
bacteriano superiores a Col-0, aproximándose a los valores alcanzados en plantas 
NahG. Ello indica que las plantas transgénicas GAGT son más susceptibles a la 
infección con Pst AvrRpmI que las plantas control Col-0. Este aumento en la 
susceptibilidad podría estar relacionado con la menor presencia de GA en forma libre 












Figura 22. Crecimiento de Pseudomonas syringae pv. tomato AvrRpmI en hojas de plantas 
transgénicas de Arabidopsis GAGT. Las unidades formadoras de colonias (cfu) bacterianas en 
plantas transgénicas AtG 37 y AtG 43, NahG y plantas control (Col-0) se determinaron como se 
describe en Materiales y Métodos. El crecimiento bacteriano se cuantificó a los 3 días después de 
la inoculación. La media y el error estándar mostrados corresponden a cinco plantas 
independientes de un experimento representativo. Se llevó a cabo un análisis estadístico t de 
Student con los datos correspondientes a tres experimentos independientes. El doble asterisco 
(**) indica que existe significación estadística con un valor p < 0.01, respecto a las plantas 
control.  
 
Cuantificación de la expresión del gen marcador de defensa PR1 
El gen PR1 es un marcador clásico de defensa en plantas (Metzler et al., 1991; van 
Loon et al., 2006), por lo cual resulta interesante estudiar su expresión en esta 
infección. Para ello, plantas transgénicas de A. thaliana GAGT y NahG, y plantas 
control Col-0 fueron infectadas con la bacteria fitopatógena Pst AvrRpmI. A 
continuación se tomaron muestras a las 24 hpi que fueron analizadas por PCR 
cuantitativa para estudiar la expresión del gen PR1. Los resultados obtenidos de la 































Figura 23. Niveles de expresión del gen PR1 en plantas transgénicas de Arabidopsis GAGT 
infectadas con Pseudomonas syringae pv. tomato AvrRpmI. Los niveles de mRNA de hojas de las 
líneas transgénicas GAGT (AtG 37 y AtG 43), NahG y plantas control Col-0 se determinaron a las 
24 horas post-inoculación por RT-PCR cuantitativa. Los valores obtenidos fueron normalizados 
respecto al nivel de expresión del gen de la familia SAND (At2g28390), tomando como valor de 
referencia 1 la cantidad de mRNA de las plantas control no infectadas. La media y el error 
estándar mostrados corresponden a cuatro plantas independientes de un experimento 
representativo. Se llevó a cabo un análisis estadístico t de Student con los datos correspondientes 
a tres experimentos independientes. La significación estadística se muestra para plantas 
transgénicas infectadas frente a plantas control infectadas. El doble asterisco (**) indica que 
existe significación estadística con un valor p < 0.01, respecto a las plantas control.  
 
Como cabía esperar, PR1 presentó una clara inducción en Col-0 como 
consecuencia de la infección bacteriana a las 24 horas post-infección, mientras que las 
plantas NahG, incapaces de acumular SA, presentaron unos niveles de acumulación de 
PR1 muy bajos, respecto a las plantas Col-0. Las líneas transgénicas AtG 37 y AtG 43 
presentaron valores de expresión de PR1 inferiores a los detectados en Col-0. Los 
resultados de PR1 correlacionan con los resultados del crecimiento bacteriano, puesto 
que plantas con menor inducción de PR1 son más susceptibles a la infección.  
Hemos obtenido, por tanto, plantas transgénicas de Arabidopsis que 
sobreexpresan GAGT, una glicosiltransferasa de tomate que conjuga GA. Dichas 
plantas transgénicas sometidas a una infección bacteriana, presentan una menor 
acumulación de GA en forma libre, una disminución en la inducción de PR1 y una 
























control. Estos resultados refuerzan el papel propuesto para GA en la respuesta 
defensiva. 
Se han descrito resultados muy similares al sobreexpresar en Arabidopsis AtSGT1, 
una glicosiltransferasa de ácido salicílico (Song et al., 2008). La sobreexpresión de 
AtSGT1 da lugar a un fenotipo de susceptibilidad frente a la infección con P. syringae. 
Las plantas transgénicas mostraron una reducción en la acumulación de SA en forma 
libre, lo que explica el fenotipo de susceptibilidad, según los autores de este trabajo. 
Además, este fenotipo concuerda con la expresión de PR1 durante la infección, que 
está retrasada y reducida en las plantas transgénicas de sobreexpresión de AtSGT1, 
respecto a las plantas control. Recientemente se ha descrito que mutantes de 
Arabidopsis en la expresión de UGT74F1 y UGT74F2, afectados en la producción de los 
conjugados de SA, presentan una alteración en la resistencia frente a Pseudomonas.  
Concretamente, el mutante ugt74f2 infectado con P. syringae presentó una mayor 
acumulación de SA libre y por tanto una mayor resistencia frente a la infección 
bacteriana, en comparación con las plantas Col-0 (Boachon et al., 2014). 
Diversos estudios realizados en Arabidopsis han puesto de manifiesto que al 
modificar la expresión de diferentes glicosiltransferasas de plantas, su resistencia o 
susceptibilidad frente a una infección patogénica puede verse alterada. La expresión 
de las glicosiltransferasas UGT73B3 y UGT73B5, que se inducen en respuesta al ataque 
patogénico, es necesaria para la resistencia de Arabidopsis frente a Pseudomonas 
syringae (Pst AvrRpmI), puesto que los mutantes ugt73b3 y ugt73b5 son incapaces de 
desarrollar la HR y por tanto son más susceptibles a la infección (Langlois-Meurinne et 
al., 2005). También se ha descrito que la sobreexpresión de una UDP-
glucosiltransferasa de cebada en Arabidopsis da lugar a la aparición de resistencia 
frente a la micotoxina deoxinivalenol (Shin et al., 2012). Además, la sobreexpresión de 
esta GT no conlleva cambios morfológicos drásticos, a diferencia de su homóloga en 
Arabidopsis DOGT1 (Poppenberger et al., 2003), por lo que esta glucosiltransferasa se 
perfila como un buen candidato a la hora de desarrollar cultivos transgénicos 
resistentes a Fusarium, sin efectos colaterales indeseables. Por otra parte, la 
glucosiltransferasa UGT76B1 de Arabidopsis, que conjuga ácido isoleucínico, es capaz 
Resultados y Discusión 
112 
de modular procesos tan importantes como la respuesta defensiva de la planta o la 
senescencia (von Saint Paul et al., 2011). La pérdida de función de UGT76B1 aumenta 
la resistencia al patógeno biótrofo Pseudomonas syringae, pero incrementa la 
susceptibilidad frente al hongo necrótrofo Alternaria brassicicola, mientras la 
sobreexpresión de esta GT produce el efecto contrario. Recientemente se ha descrito 
que UGT73B3 y UGT73B5 son componentes del ‘status redox’ que se establece en la 
resistencia de Arabidopsis frente a la infección con Pseudomonas syringae pv. tomato 
(Simon et al., 2014). Al parecer, ambas glicosiltransferasas participan en la regulación 
de este ‘status’ y en la detoxificación general de las ROS durante la HR, puesto que los 
mutantes ugt presentan una menor resistencia frente a la infección con Pst AvrRpmI y 
una evidente perturbación del sistema redox. Todos estos estudios realizados en 
Arabidopsis han demostrado que las glicosiltransferasas juegan un papel importante 
en la respuesta defensiva de las plantas frente a diferentes infecciones patogénicas. 
Por tanto, las GTs pueden ser una diana de manipulación genética interesante a la 
hora de obtener plantas transgénicas más resistentes a enfermedades en especies de 
interés agronómico. 
Con el fin de profundizar en el estudio del papel señalizador del GA en la 
respuesta defensiva, resulta de especial interés la obtención de plantas transgénicas 
en otras especies donde previamente se observó la acumulación de GA como 
consecuencia de una infección, esto es, tomate, Gynura aurantiaca o pepino (Bellés et 
al., 1999, 2006). Además, hay que recordar que GAGT es una glicosiltransferasa de 
ácido gentísico descrita en tomate. Por tanto, la sobreexpresión en su especie original 
podría aportar nueva información acerca de su función. 
 
1.3. Obtención y caracterización de plantas transgénicas de tomate GAGT  
Posteriormente a la utilización de Arabidopsis thaliana, se abordó la obtención de 
plantas de tomate que sobreexpresaran GAGT. Debido a su elevada eficiencia de 
transformación, se seleccionó la variedad ‘Moneymaker’. Por otra parte, resultados 
previos de nuestro laboratorio indicaban que esta variedad también acumula GA 
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como consecuencia de infecciones sistémicas, tales como las causadas por ToMV o 
Pseudomonas syringae pv. tomato. Concretamente, observamos que el máximo de 
acumulación en dicho cultivar tuvo lugar como consecuencia de la infección con 
ToMV, alcanzando unos niveles comparables a los descritos en infecciones de pepino 
con PNSRV o de Gynura aurantiaca con CEVd (Bellés et al., 2006). Por este motivo se 
decidió transformar la variedad ‘Moneymaker’ en un fondo tm22, esto es, susceptible 
a la infección con ToMV, con el fin de poder llevar a cabo en el futuro ensayos de 
resistencia frente a este virus utilizando las plantas transgénicas obtenidas.  
 
1.3.1. Transformación genética de tomate ‘Moneymaker’  
Así pues, con la construcción pGWB8_GAGT empleada previamente para la 
transformación de Arabidopsis, se llevó a cabo la transformación genética de tomate 
‘Moneymaker’ mediante co-cultivo de explantes de cotiledón, como se detalla en 
Materiales y Métodos. De dicha transformación se obtuvieron 6 líneas transgénicas de 
tomate resistentes a kanamicina. Para comprobar que el transgén se estaba 
sobreexpresando se realizó una purificación de RNA total y una posterior RT-PCR para 
cada una de las líneas. Este análisis se efectuó sobre plantas T0, tanto en el caso de las 
transgénicas como en los controles, después de un periodo de un mes de aclimatación 
en el invernadero. Todas las líneas transgénicas mostraron expresión constitutiva del 
gen GAGT, siendo las líneas transgénicas 5, 8 y 11 las que presentaron una mayor 
acumulación de mRNA de GAGT, mientras que no se detectó acumulación de 
transcrito en las plantas control. Dichas líneas transgénicas se emplearon para los 
posteriores estudios.  
 
1.3.2. Caracterización de las plantas transgénicas de tomate GAGT  
Las líneas GAGT 5, GAGT 8 y GAGT 11 fueron analizadas por PCR cuantitativa para 
determinar el nivel de acumulación de mRNA de GAGT. Para ello, se empleó material 
vegetal de las líneas transgénicas GAGT y control para realizar RT-PCR cuantitativa 
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según se detalla en Materiales y Métodos, con cebadores específicos de GAGT (Figura 









Figura 24. Nivel de expresión del gen GAGT en hojas de plantas transgénicas de tomate 
sobreexpresoras de GAGT. Se empleó tejido foliar de diferentes líneas transgénicas de tomate 
GAGT (5, 8 y 11) para analizar mediante RT-PCR cuantitativa la acumulación de mRNA de GAGT 
en hojas de tomate y plantas control (C). Los valores obtenidos fueron normalizados respecto al 
nivel de expresión del gen Elongation Factor 1 alpha (eEF1α), tomando como valor de referencia 
1 la cantidad de mRNA de las plantas control. La media y el error estándar mostrados 
corresponden a tres plantas independientes de un experimento representativo. Se llevó a cabo 
un análisis estadístico t de Student con los datos correspondientes a tres experimentos 
independientes. El asterisco (*) indica que existe significación estadística con un valor p < 0.05, 
respecto a las plantas control. El doble asterisco (**) indica que existe significación estadística 
con un valor p < 0.01, respecto a las plantas control.  
 
Los niveles de expresión génica de GAGT variaron significativamente entre las 
diferentes líneas transgénicas, siendo la línea GAGT 5 la que presentaba los niveles 
más bajos y la línea GAGT 11 los más altos. Por ello, la línea transgénica GAGT 11 fue 
seleccionada para continuar con el estudio de GAGT en tomate. Plantas de esta línea 
fueron aclimatadas en el invernadero y cultivadas para obtener semillas de la 
generación T1. Estas semillas fueron crecidas en presencia de kanamicina, tal y como 
se describe en Materiales y Métodos, para llevar a cabo los ensayos que se presentan 























1.3.3. Tratamiento exógeno con GA de plantas transgénicas de tomate GAGT  
De igual modo a como se había realizado con anterioridad en Arabidopsis para 
estudiar la actividad de GAGT, se realizó un tratamiento exógeno con GA a las plantas 
transgénicas de tomate con el fin de proporcionar el sustrato necesario. En este caso, 
la incubación con el sustrato se realizó mediante la técnica del stem-feeding. 
Brevemente, plantas de tomate ‘Moneymaker’ y transgénicas GAGT 11 de un mes de 
edad se cortaron por el tallo y se embebieron en disoluciones de GA 1 mM durante 24 
horas (ver Materiales y Métodos). La recogida de muestras tuvo lugar a las 0, 6 y 24 
horas del inicio del tratamiento. A continuación se realizó una extracción de 
compuestos fenólicos del material vegetal que se analizaron mediante HPLC. La Figura 
25 muestra los resultados de acumulación de GA libre y GA total en plantas de tomate 
control y plantas GAGT 11, a las 6 y 24 horas desde el inicio del tratamiento. Los 










Figura 25. Acumulación de GA libre y GA total en plantas transgénicas de tomate GAGT tras el 
tratamiento con GA. Se extrajeron compuestos fenólicos de plantas GAGT 11 y control (C) 
tratadas con GA 1 mM, a las 6 y 24 horas post-tratamiento y se analizaron mediante HPLC de 
fluorescencia de extractos fenólicos. La media y el error estándar mostrados corresponden a tres 
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Respecto a los niveles de GA total, se observa que son similares en plantas 
transgénicas frente a plantas control para cada uno de los tiempos, alcanzando una 
acumulación mayor a las 24 horas, con valores que superan los 1500 nmol/ g peso 
fresco. Sin embargo, se observan diferencias en los niveles de GA libre, resultando ser  
inferiores en el caso de las plantas transgénicas GAGT, tanto a 6 como 24 horas, en 
comparación con las plantas control. 
Con el fin de facilitar la interpretación de los resultados, en la Tabla 7 se muestra 
el porcentaje de conjugación, que es superior en las plantas transgénicas GAGT, y la 
cantidad de GA libre, que es menor en el caso de las plantas transgénicas frente a las 





Tabla 7. Porcentaje de conjugación y acumulación de GA libre en plantas transgénicas de tomate 
GAGT 11 y plantas control (C) tratadas con GA 1 mM, a las 6 y 24 horas post-tratamiento.  
 
Los resultados en tomate concuerdan con los anteriormente obtenidos en 
Arabidopsis, ya que la sobreexpresión de GAGT en ambas especies da lugar a un 
aumento del porcentaje de conjugación y, en consecuencia, a una disminución en los 
niveles de GA libre, respecto a las plantas control. No obstante, las diferencias son 
más acusadas en el caso de Arabidopsis, donde los niveles de GA total alcanzados 
como consecuencia del tratamiento son menores (300 nmol frente a 1500 nmol), por 
lo que la conjugación podría resultar más eficaz para una menor cantidad de sustrato. 
Este efecto de la dosis de sustrato se observa también al comparar los porcentajes de 
conjugación en Arabidopsis como consecuencia de los tratamientos y de la infección, 
siendo mayores en el segundo caso, donde los niveles totales de GA son menores. En 
el futuro sería interesante llevar a cabo tratamientos de las plantas transgénicas de 




(nmol / g PF)
Money Maker 70.86366.63 ± 26.46
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Money Maker 80.06308.95 ± 11.53





hecho. También resultaría de especial interés estudiar si el fenotipo metabólico 
observado en tomate conlleva un fenotipo de susceptibilidad frente a una infección 
patogénica, donde la acumulación de GA será menor que la producida por los 
tratamientos, como hemos comprobado en el caso de plantas transgénicas de 
Arabidopsis GAGT infectadas con la bacteria Pseudomonas syringae pv. tomato.  
Este tipo de estudios sobre la implicación de la sobreexpresión de GTs en la 
respuesta defensiva se han realizado en diferentes especies vegetales. En tabaco, la 
sobreexpresión de TOGT, identificada como una glicosiltransferasa de escopoletina, 
dio lugar a la formación precoz de lesiones durante la HR (Gachon et al., 2004) y un 
aumento de la resistencia frente a la infección con TMV (Matros y Mock, 2004). 
Plantas transgénicas de patata con sobreexpresión de la glicosiltransferasa de 
antocianinos denominada 5-UGT, perteneciente a la especie Solanum sogarandinum, 
mejoraron la resistencia frente a la infección con la bacteria Erwinia carotovora 
(Lorenc-Kukula et al., 2005). En otra especie de interés agronómico, el lino, se 
obtuvieron plantas transgénicas que sobreexpresaban SsGT1 y que mostraron una 
mayor resistencia frente a la infección del hongo Fusarium (Lorenc-Kukula et al., 
2009). Esta glicosiltransferasa es en realidad la 5-UGT, que presenta actividad frente a 
antocianinos y también frente a flavonoides. Teniendo en cuenta las propiedades de 
los flavonoides, y que la glicosilación aumenta su estabilidad, la mayor acumulación de 
estos compuestos en forma conjugada en plantas transgénicas se considera la 
responsable del fenotipo de resistencia observado. Recientemente se ha identificado 
un gen en la especie Withania somnifera, denominado WsSGTL1. La sobreexpresión 
de este gen en tabaco da lugar a una proteína con actividad glicosiltransferasa frente a 
esteroles. La mayor abundancia de estos compuestos en forma conjugada produce en 
la planta transgénica un incremento en la resistencia al estrés biótico y una mayor 
tolerancia al estrés salino (Pandey et al., 2014).   
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2. Estudio de la proteína de tomate inducida por herida Twi1  
 
Por su perfil de expresión, las funciones de las glicosiltransferasas de tomate 
GAGT y Twi1 podrían estar relacionadas y la caracterización de Twi1 puede resultar de 
gran interés en el estudio de la respuesta defensiva de las plantas de tomate frente a 
ataques patogénicos. Por ello, en este apartado se pretende abordar la 
caracterización de la actividad in vitro e in vivo de esta proteína de tomate descrita 
como “inducida por herida” (Twi1). En primer lugar, nos propusimos estudiar la 
inducción de Twi1 en respuesta a infección bacteriana. A continuación, decidimos 
clonar el cDNA completo de Twi1 en un plásmido binario que permitiera su 
sobreexpresión y purificación de plantas, con el fin de llevar a cabo la caracterización 
de su actividad in vitro. Con el fin de entender su función, decidimos generar plantas 
transgénicas de tomate que presentaran silenciamiento de Twi1. 
 
2.1. Inducción de Twi1 en respuesta a la infección por bacteria en tomate 
La inducción del gen denominado Twi1 (Tomato wound-induced 1) fue descrita en 
tomate en respuesta a herida, interacción de tipo incompatible con el hongo C. fulvum 
y tratamientos con compuestos de naturaleza fenólica, tales como el ácido salicílico 
(SA), por O’Donnell y colaboradores (1998). Estos autores propusieron que dicho gen 
codificaba una proteína de tipo glicosiltransferasa, debido a la similitud de secuencia 
que presentaba con las proteínas pertenecientes a esta clase.  
Con el fin de estudiar la expresión de Twi1 en respuesta a infección bacteriana, se 
emplearon plantas de tomate variedad ‘Rio Grande’ como hospedador y la bacteria 
Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst) DC3000 como patógeno. La variedad de 
tomate ‘Rio Grande’ posee el gen de resistencia Pto, que es capaz de reconocer el 
correspondiente gen de avirulencia bacteriano (AvrPto). La interacción puede resultar, 
por tanto, de tipo incompatible o compatible según la bacteria empleada en la 
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infección sea portadora (AvrPto) o no (ΔAvrPto) del gen de avirulencia, manteniendo 
el mismo hospedador. 
La infección se realizó en plantas de un mes de edad mediante inmersión en 
diluciones de una y otra bacteria, según se detalla en Materiales y Métodos. Se 
recogieron muestras a las 0, 10, 18, 24, 36 y 48 horas post-inoculación y se analizaron 
por RT-PCR cuantitativa para estudiar la inducción de Twi1 a lo largo de la infección. 










Figura 26. Niveles de expresión del gen Twi1 en plantas de tomate ‘Rio Grande’ infectadas con 
Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst). Se analizó por RT-PCR cuantitativa la acumulación de 
mRNA de Twi1 en hojas de plantas embebidas en suspensiones bacterianas de P. syringae 
AvrPto o P. syringae ΔAvrPto, y embebidas en tampón (mock), a las 0, 10, 18, 24, 36 y 48 horas 
post-inoculación. Los valores obtenidos fueron normalizados respecto al nivel de expresión del 
gen Elongation Factor 1 alpha (eEF1α), tomando como valor de referencia 1 la cantidad de 
mRNA de las plantas a tiempo 0. La media y el error estándar mostrados corresponden a tres 
plantas independientes de un experimento representativo. Se realizaron dos experimentos 
independientes. 
 
Se observa una fuerte inducción de Twi1 como consecuencia de la infección con 
Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 ΔAvrPto, que produce una interacción 
compatible y que da lugar, por tanto, al desarrollo de la enfermedad en la planta. En el 
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observa en las plantas mock, lo que indica que esta inducción se debe más a la propia 
herida producida en la planta como consecuencia de la técnica empleada que a la 
infección. Esto contrasta con los resultados obtenidos previamente en la infección de 
plantas de tomate con C. fulvum, donde se observó inducción de Twi1 en una 
interacción de tipo incompatible (O’Donnell et al., 1998).  
 
2.2. Expresión transitoria de Twi1 en plantas de Nicotiana benthamiana 
Previamente en nuestro laboratorio se había obtenido el cDNA completo que 
codificaba la proteína Twi1 de tomate (Tárraga, 2006). Puesto que la actividad de esta 
proteína no había sido estudiada previamente, se procedió a la obtención de una 
construcción que permitiera llevar a cabo la sobreexpresión y el estudio de Twi1 en 
plantas. Para ello, el cDNA completo de Twi1 fue clonado en el plásmido binario 
pGWB8, obteniéndose la construcción pGWB8_Twi1 tal y como se describe en 
Materiales y Métodos (apartado 7.1). Este plásmido posee la característica de fusionar  
una secuencia nucleotídica que codifica 6 histidinas (His) en el extremo 3’ del cDNA 
clonado, lo que posibilita la detección inmunológica de la proteína recombinante con 
un anticuerpo monoclonal Anti-His, así como su purificación empleando cromatografía 
de afinidad.  
Del mismo modo a como se hizo para GAGT, se llevó a cabo un experimento de 
expresión transitoria en Nicotiana benthamiana, esta vez con el doble objetivo de 
comprobar si la construcción obtenida permite la sobreexpresión de la proteína Twi1 
en plantas, así como de purificarla a partir de los tejidos agroinoculados y proceder a 
su caracterización bioquímica.  
Se transformaron bacterias de la cepa C58 de A. tumefaciens con el plásmido 
binario pGWB8 utilizado como control, la construcción pGWB8_Twi1 y el plásmido 
p19, que codifica el supresor viral de silenciamiento del mismo nombre, construcción 
cedida por el Dr. Diego Orzáez (IBMCP, UPV-CSIC, Valencia, España). Dichas bacterias 
fueron utilizadas para agroinocular plantas de Nicotiana benthamiana de 4 semanas 
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de edad, tal y como se describe en Materiales y Métodos. Las consideradas como 
control fueron infiltradas con una mezcla 1:1 de suspensión de Agrobacterium que 
contenían los plásmidos pGWB8 y p19. Las plantas restantes se infiltraron con una 
mezcla 1:1 de suspensión de Agrobacterium que contenían la construcción 
pGWB8_Twi1 y el plásmido p19, de manera análoga a como se hizo para GAGT. Las 
muestras fueron recogidas a los 3 días de haber realizado la agroinoculación.  
A partir de las hojas de Nicotiana benthamiana agroinoculadas con las diferentes 
construcciones, se procedió al estudio de la expresión del cDNA recombinante de Twi1 
mediante RT-PCR, utilizando cebadores específicos de Twi1 y cola de histidinas, según 
se detalla en Materiales y Métodos. Como control se realizaron amplificaciones 









Figura 27. Estudio de la expresión del cDNA Twi1 recombinante en plantas de N. benthamiana. Se 
muestra el análisis electroforético del resultado de la amplificación de la secuencia de Twi1 por 
RT-PCRs realizadas a partir de RNAs de plantas control pGWB8 y plantas transgénicas 
pGWB8_Twi1. Carrera pGWB8: plantas de tabaco control; carreras Twi1  1, 2 y 3: líneas de 
expresión transitoria pGWB8_Twi1. Twi1-His: PCRs realizadas con cebadores específicos de Twi1 
y de extensión de histidinas. RPL2: Amplificaciones realizadas con cebadores específicos del gen 
RPL2 utilizado como control. Panel inferior: integridad del RNA empleado (RNA total).  
 
Como se muestra en la Figura 27, el cDNA recombinante de Twi1 se transcribió en 
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2.3. Purificación de la proteína recombinante Twi1  
Partiendo del material vegetal agroinoculado con la construcción pGWB8_Twi1, 
se procedió a la extracción y purificación de la proteína recombinante Twi1. Esta 
proteína presenta en su extremo C-terminal una secuencia de 6 histidinas que permite 
su purificación mediante cromatografía de afinidad basada en interacción con níquel, 
tal y como se detalla en Materiales y Métodos. Los resultados obtenidos en la 











Figura 28. Purificación de Twi1 recombinante producida por expresión transitoria en N. 
benthamiana. El panel izquierdo (A) muestra el perfil de elución de extractos crudos 
procedentes de plantas control (en azul) y plantas agroinoculadas con la construcción 
pGWB8_Twi1 (en rojo) al aplicar un gradiente de imidazol según se detalla en Materiales y 
Métodos. Las fracciones recogidas se analizaron por SDS/PAGE. El panel de la derecha (B) 
muestra el patrón electroforético correspondiente a la elución mostrada en A.  
 
Como se puede observar, tras la aplicación de un gradiente de imidazol, se pudo 
recuperar la proteína Twi1 (de aproximadamente 55 KDa) a partir de las fracciones 13 
a 19 (Figura 28B). Dicha proteína purificada fue utilizada para llevar a cabo los 














































2.4. Ensayo de actividad de la proteína recombinante Twi1  
El gen Twi1 había mostrado inducción por tratamientos con ácido salicílico y 
análogos estructurales, correspondiendo los mejores resultados a los tratamientos 
con el propio SA, acetil SA (ASA) y ácido 2,6-dihidroxibenzoico. En su trabajo inicial 
(1998), O’Donnell y colaboradores describieron a Twi1 como una posible 
glicosiltransferasa, debido a la homología de secuencia que presentaba con proteínas 
de esta familia. Con el fin de caracterizar su posible activididad glicosiltransferasa y si 
los compuestos que inducían la acumulación de su transcrito podían ser además 
sustratos de la proteína, llevamos a cabo un ensayo de actividad frente a diferentes 
hidroxibenzoatos de la proteína recombinante Twi1 purificada, como se describe en 
Materiales y Métodos. Se decidió emplear UDP-glucosa como molécula donante del 
azúcar debido a que es el sustrato más utilizado por las glicosiltrasferasas (Lee y 
Raskin, 1999; Jackson et al., 2001; Xu et al., 2002; Seto et al., 2009). En el ensayo de 
actividad frente a ácido gentísico (2,5-dihidroxibenzoico) utilizamos también UDP-
xilosa como donante del azúcar, puesto que este compuesto fenólico se ha detectado 
conjugado a xilosa en varias especies vegetales (Fayos et al., 2006; Stochmal et al., 
2009).  
Transcurrido el tiempo del ensayo, las muestras fueron analizadas por HPLC y 
qToF, según se detalla en Materiales y Métodos, para observar si se había producido 
una reducción de la cantidad de compuesto en su forma libre, así como la aparición de 
su forma conjugada. La mayoría de los compuestos ensayados, cuya estructura 
aparece representada en la Tabla 8, no mostraron diferencias respecto a la cantidad 
inicial de compuesto libre. Sin embargo, dos muestras, correspondientes al ensayo de 
actividad frente a ácido 2,4-dihidroxibenzoico (2,4-DHBA) y ácido 2,4,6-
trihidroxibenzoico (2,4,6-THBA), presentaron una disminución en la cantidad de 
compuesto libre inicial, además de observarse la aparición de un nuevo compuesto, 
correspondiente a la forma conjugada. 
 
 















Tabla 8. Resultados cualitativos frente a diferentes hidroxibenzoatos en la caracterización de la 
actividad in vitro de la proteína recombinante Twi1. El ensayo de actividad se llevó a cabo 
utilizando como sustratos cada uno de estos compuestos y el donante de azúcar UDP-glucosa 
(UDP-Glc). Con el ácido gentísico (*) se empleó  UDP-glucosa y UDP-xilosa.  
 
Estos resultados ponen de manifiesto que, en efecto, Twi1 es una proteína de tipo 
glicosiltransferasa, que presenta actividad in vitro frente a los ácidos 2,4-
dihidroxibenzoico y 2,4,6-trihidroxibenzoico, y que emplea UDP-glucosa como 
molécula donante del azúcar para estos sustratos. La mayoría de las GTs descritas 
hasta el momento parecen ser específicas en cuanto al sustrato donante del azúcar 
empleado (Warnecke y Heinz, 1994; Lee y Raskin, 1999; Vogt y Jones, 2000; Kurosawa 
et al., 2002; Kubo et al., 2004; Seto et al., 2009; Tárraga et al., 2010; Li et al., 2014), 























ensayos de actividad empleando 2,4 DHBA ó 2,4,6 THBA con otras moléculas donantes 
del azúcar ayudarían a demostrar esta consideración.  
Gran parte de las GTs purificadas y caracterizadas por diferentes autores 
presentan una baja especificidad en cuanto al sustrato aceptor de la molécula de 
azúcar (Warnecke y Heinz, 1994; Parry y Edwards, 1994; Fraissinet-Tachet et al., 1998; 
Lee y Raskin, 1999; Taguchi et al., 2000b; Jackson et al., 2001; Seto et al., 2009; Li et 
al., 2014), mientras otras han resultado ser muy específicas (Yamane et al., 2002; 
Tárraga et al., 2010). En nuestro caso, Twi1 parece mostrar actividad frente a dos 
sustratos aceptores (2,4-DHBA y 2,4,6-THBA), ambos derivados del ácido benzoico y 
de gran similitud estructural. No obstante con otros hidroxibenzoatos, también muy 
similares, no se ha producido la reacción de conjugación.  
A la vista de estos resultados, nos planteamos comprobar si tratamientos 
exógenos con estos compuestos fenólicos sustrato in vitro de Twi1 eran capaces de 
inducir la acumulación del transcrito de esta proteína en plantas de tomate.  
 
2.5. Tratamiento exógeno de plantas de tomate con los sustratos de Twi1 
2.5.1. Estudio de la inducción del gen Twi1 
Con el fin de estudiar si los compuestos que actuaban como sustrato de Twi1 in 
vitro tenían capacidad de inducir el gen Twi1 in vivo, plantas de tomate ‘Moneymaker’ 
fueron embebidas mediante la técnica del stem-feeding en disoluciones 2 mM de 
ácido 2,4-dihidroxibenzoico (2,4-DHBA), ácido 2,4,6-trihidroxibenzoico (2,4,6-THBA) y 
ácido salicílico (SA) como control positivo, de la forma en que se detalla en Materiales 
y Métodos. Transcurridos 30 minutos, las plantas se transfirieron a agua para iniciar el 
seguimiento a lo largo del tiempo. Se recogieron muestras a las 0, 0.5, 1, 4, 8 y 24 
horas después del tratamiento (hpt), para llevar a cabo el estudio de la inducción de 
Twi1 mediante PCR cuantitativa. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 29.  
Se observa que la inducción de Twi1 es muy temprana, como ya habíamos 
detectado previamente, presentando valores máximos durante la primera hora 
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después del tratamiento (0, 0.5 y 1 hpt), que disminuyen paulatinamente a las 4, 8 y 
24 hpt. Tal y como se había descrito previamente, Twi1 es inducido por SA. No 
obstante, la inducción producida por los tratamientos con 2,4-DHBA y 2,4,6-THBA es 
mucho mayor, resultando ser en torno a tres veces superior a la producida por el SA. 
Concretamente, la inducción más elevada se produce a las 0.5 horas después del 










Figura 29. Niveles de expresión del gen Twi1 en plantas de tomate ‘Moneymaker’ tratadas con 
ácido salicílico (SA), ácido 2,4-dihidroxibenzoico (2,4 DHBA) y ácido 2,4,6-trihidroxibenzoico (2,4,6 
THBA).  Se analizó por RT-PCR cuantitativa la acumulación de mRNA de Twi1 en explantes 
embebidos en disoluciones 2 mM de SA, 2,4-DHBA y 2,4,6-THBA. Pre: hace referencia al estado 
de la planta antes de iniciar el tratamiento. Transcurridos 30 minutos de tratamiento las plantas 
fueron transferidas a H2O (0). Se recogieron muestras a las 0, 0.5, 1, 4, 8 y 24 horas post-
tratamiento. Los valores obtenidos fueron normalizados respecto al nivel de expresión del gen 
Elongation Factor 1 alpha (eEF1α), tomando como valor de referencia 1 la cantidad de mRNA de 
las plantas antes de iniciar el tratamiento (Pre). La media y el error estándar mostrados 
corresponden a tres plantas independientes de un experimento representativo. Se realizaron dos 
experimentos independientes. 
 
Los resultados de inducción de Twi1 con 2,4-DHBA y 2,4,6-THBA corroboran los 
obtenidos en el ensayo de actividad in vitro y refuerzan la idea de que estos 



























otros sustratos fenólicos del enzima, por lo que su presencia induce la expresión del 
gen que codifica la glicosiltransferasa Twi1. 
 
2.5.2. Estudio de la acumulación de la proteína de defensa PR1 
Los compuestos conocidos como hidroxibenzoatos tienen funciones muy 
importantes en la respuesta defensiva de la planta. De entre ellos, el SA es el más 
ampliamente estudiado. No obstante, a lo largo de este trabajo hemos observado que 
otros compuestos, como el GA, también juegan un papel en la activación de la 
respuesta defensiva de las plantas. Como hemos visto, Twi1 se induce en tomate 
como consecuencia de infecciones patogénicas, y presenta actividad 
glucosiltransferasa frente a 2,4-DHBA y 2,4,6-THBA in vitro. Por ello, es posible que 
estos compuestos se acumulen en la plantas y tengan una función a la hora de hacer 
frente a diferentes infecciones patogénicas, como pueden ser las infecciones en las 
que se ha observado la inducción de Twi1.  
Como un primer abordaje para el estudio del papel defensivo del 2,4-DHBA y 
2,4,6-THBA, decidimos analizar la acumulación de la proteína de defensa PR1 en 
tomate por tratamientos exógenos con dichos compuestos fenólicos. Los tratamientos 
cortos a elevada concentración resultan interesantes a la hora de estudiar genes que 
presentan una rápida inducción, como es el caso de Twi1. Sin embargo, en el caso de 
PR1 es preferible la realización de un tratamiento a menor concentración de 
compuesto y más prolongado en el tiempo, puesto que se ha descrito que en tomate 
PR1 se induce tras 24h de tratamiento con SA 1 mM (Bellés et al., 1999). Por ello, se 
embebieron plantas de tomate ‘Moneymaker’ en disoluciones 1 mM de 2,4-DHBA y 
2,4,6-THBA mediante la técnica del stem-feeding, durante 48 horas. La recogida de 
muestras tuvo lugar a las 24 y 48 horas post-tratamiento. A continuación se realizó 
una extracción de proteínas, seguida de SDS-PAGE y Western blot empleando un 
anticuerpo específico de la proteína PR1 de tomate. Los resultados obtenidos se 
muestran en la Figura 30. 

















Figura 30. Estudio de la expresión de PR1 en plantas de tomate ‘Moneymaker’ tratadas con 
ácido 2,4-dihidroxibenzoico (2,4 DHBA) y ácido 2,4,6-trihidroxibenzoico (2,4,6 THBA). Panel 
superior: detección de la proteína PR1 en plantas de tomate tratadas con 2,4-DHBA y 2,4,6-THBA 
a las 24 y 48 horas post-tratamiento. La detección de la proteína se realizó con el anticuerpo 
primario Anti-PR1, y el anticuerpo secundario Anti-IgG conjugado a fosfatasa alcalina. Panel 
inferior: análisis por SDS-PAGE de las proteínas solubles de hojas de tomate tratadas con H2O, 
2,4-DHBA y 2,4,6-THBA, a las 24 y 48 horas post-tratamiento. A la izquierda se muestra el 
marcador de masa molecular de proteínas (kDa). Se realizaron dos experimentos independientes 
con similares resultados. 
 
Se produce una acumulación basal de PR1 en los explantes como consecuencia de 
la propia metodología del stem-feeding, por lo que se observa un cierto nivel de esta 
proteína en las plantas control embebidas en H2O. Este nivel es muy similar al 
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tratamientos con este compuesto, a la concentración y durante el tiempo de ensayo, 
no dan lugar a la acumulación de PR1 en plantas de tomate ‘Moneymaker’. Sin 
embargo, en el caso de tratamientos con 2,4-DHBA, se observa una mayor 
acumulación de PR1 a las 48 horas post-tratamiento. Esta acumulación de PR1, 
aunque sutil, podría estar indicando una cierta activación de la respuesta defensiva de 
la planta debido al tratamiento con 2,4 DHBA. También hay que considerar el hecho 
de que in vivo la acumulación de este compuesto puede ir acompañada de la 
acumulación de otros señalizadores, como SA o GA, por lo que no puede descartarse 
un efecto sinérgico en presencia de otras moléculas señal. 
Así pues, los estudios de actividad in vitro a partir de la proteína recombinante 
Twi1 han revelado que esta glicosiltransferasa es capaz de conjugar glucosa a los 
ácidos 2,4-dihidroxibenzoico y 2,4,6-trihidroxibenzoico. Asimismo, hemos observado 
por qRTPCR que tratamientos con estos compuestos inducen fuertemente el gen Twi1 
y producen la acumulación de la proteína PR1 en el caso del 2,4-DHBA, indicando que 
estos fenólicos podrían jugar un papel en la respuesta defensiva de la planta. Para 
profundizar en el estudio de Twi1, nos propusimos analizar la relevancia de su 
presencia in vivo. Para ello, decidimos obtener plantas transgénicas estables de 
tomate que mostraran niveles alterados de expresión de Twi1. En este caso, nos 
planteamos llevar a cabo el silenciamiento de Twi1 en plantas de tomate mediante la 
técnica de RNA de interferencia (RNAi). 
 
2.6. Silenciamiento de Twi1 mediante expresión transitoria en Nicotiana 
benthamiana de la construcción pART27_Twi1 
Con el fin de llevar a cabo el silenciamiento de Twi1 en planta, se obtuvo la 
construcción pART27_Twi1, tal y como se describe en Materiales y Métodos. Dicha 
construcción en horquilla o hairpin (hpRNA), una vez introducida en la planta, 
desencadena un mecanismo de silenciamiento génico posttranscripcional contra el 
mensajero diana.  Partiendo del cDNA completo de Twi1, se seleccionó un fragmento 
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de aproximadamente 300 pares de bases (pb) situado en la secuencia consenso PSPG 
(Plant Secondary Product Glycosyltransferase). 
Para comprobar que la construcción obtenida funcionaba correctamente 
produciendo el fenómeno de silenciamiento, se realizó un experimento de expresión 
transitoria en Nicotiana benthamiana. Se hizo uso de bacterias de la cepa C58 de 
Agrobacterium tumefaciens transformadas con la construcción pGWB8_Twi1 y la 
construcción pART27_Twi1. El experimento se realizó con plantas de 4 semanas de 
edad, en el que las plantas control fueron infiltradas con una suspensión que contenía 
un 50% de bacterias portadoras del plásmido pGWB8_Twi1, para la expresión de Twi1 
de tomate en N. benthamiana. A estas plantas las denominamos 35S Twi1. Las plantas 
restantes se infiltraron con una suspensión que contenía un 50% de Agrobacterium 
portador del plásmido pGWB8_Twi1, y el 50% restante de bacterias portadoras del 
plásmido pART27_Twi1. En estas plantas, denominadas 35S + RNAi Twi1 se estaría 
produciendo, por un lado, la sobreexpresión de Twi1 y por el otro, su silenciamiento. 









Figura 31. Niveles de expresión del gen Twi1 en plantas de N. benthamiana. Se estudió por RT-
PCR cuantitativa la acumulación de mRNA de Twi1 en hojas agroinoculadas con la construcción 
pGWB8_Twi1 (35S Twi1) y en hojas agroinoculadas con las construcciones pGWB8_Twi1 y 
pART27_Twi1 (35S + RNAi Twi1). Se recogieron muestras a los 3 días post-inoculación. Los valores 
obtenidos fueron normalizados respecto al nivel de expresión del gen Elongation Factor 1 alpha 
(eEF1α), tomando como valor de referencia 1 la cantidad de mRNA de las plantas a tiempo 0. La 
media y el error estándar mostrados corresponden a tres plantas independientes de un 




















Las muestras de plantas 35S Twi1 y plantas 35S + RNAi Twi1 fueron analizadas por 
PCR cuantitativa según se detalla en Materiales y Métodos, para determinar el nivel 
de acumulación del mensajero de Twi1 en cada caso. Como se observa en la Figura 31, 
los niveles de cDNA de Twi1 son superiores en plantas 35S Twi1 respecto a plantas 35S 
+ RNAi Twi1, indicando que en estas últimas está teniendo lugar el fenómeno de 
silenciamiento génico. Estos resultados confirman que la construcción pART27_Twi1 
obtenida es apta a la hora de llevar a cabo el silenciamiento de Twi1 en plantas. 
Nos propusimos, además, estudiar si el silenciamiento de Twi1 afectaba también 
a la expresión de GAGT, puesto que la secuencia de 300 pb seleccionada para llevar a 
cabo el silenciamiento se encontraba dentro de la secuencia consenso PSPG, la zona 
con mayor grado de homología entre ambas glicosiltransferasas. Para ello, realizamos 
un nuevo ensayo de expresión transitoria en N. benthamiana, esta vez con el plásmido 
pGWB8_GAGT, para la sobreexpresión de GAGT (apartado 1.1), y el plásmido 
pART27_Twi1. Mediante PCR cuantitativa, se comprobó que la expresión de GAGT no 
variaba sustancialmente en plantas agroinoculadas con los plásmidos pGWB8_GAGT y 
pART27_Twi1 respecto a plantas inoculadas únicamente con pGWB8_GAGT 
(resultados no mostrados).  
 
2.7. Obtención y caracterización de plantas transgénicas de tomate RNAi Twi1  
Una vez comprobado que la construcción obtenida funcionaba correctamente y 
que el silenciamiento génico no afectaba a otra glicosiltransferasa de secuencia similar 
como es GAGT, se decidió llevar a cabo la transformación estable de tomate para 
obtener plantas que presentaran silenciamiento de Twi1. Debido a su eficiencia de 
transformación, se seleccionó esta vez la variedad de tomate ‘Moneymaker’ Tm22. La 
transformación se llevó a cabo con el plásmido pART27_Twi1, tal y como se describe 
en Materiales y Métodos.  
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2.7.1. Transformación genética de tomate ‘Moneymaker’  
Con la construcción pART27_Twi1 previamente comprobada en expresión 
transitoria se realizó la transformación genética de tomate ‘Moneymaker’ mediante 
co-cultivo de explantes de cotiledón, como se detalla en Materiales y Métodos. De 
dicha transformación se obtuvieron 10 líneas de tomate resistentes a kanamicina. 
Para comprobar que el transgén se había insertado, se realizó una extracción de DNA 
genómico y una posterior amplificación del inserto por PCR para cada una de las 
líneas, sobre plantas T0 transgénicas y control. De entre todas las líneas analizadas, un 
total de siete presentaban el inserto íntegro en su DNA, mientras no se detectó 
inserto en las plantas control. Plantas de estas líneas transgénicas fueron aclimatadas 
en el invernadero y cultivadas para obtener semillas de la generación T1. Dichas 
semillas fueron crecidas en presencia de kanamicina, tal y como se describe en 
Materiales y Métodos, para llevar a cabo los ensayos que se presentan a continuación.  
  
2.7.2. Caracterización de las plantas transgénicas de tomate RNAi Twi1  
De entre las líneas transgénicas RNAi Twi1 que fueron aclimatadas en el 
invernadero, las líneas 1 y 28 fueron las primeras en dar fruto, y por tanto semillas de 
la generación T1. Decidimos iniciar los ensayos de caracterización con ambas líneas 
transgénicas.  
Para comprobar si el silenciamiento de Twi1 se producía correctamente en estas 
plantas de tomate RNAi Twi1, era necesario producir una situación que indujera Twi1 
en plantas de tomate y que dicha inducción no ocurriera en las plantas transgénicas 
de silenciamiento. Se decidió llevar a cabo la inducción de Twi1 mediante 
tratamientos exógenos con diferentes compuestos fenólicos, como habíamos 





2.7.3. Tratamiento exógeno con compuestos fenólicos de plantas transgénicas de 
tomate RNAi Twi1 
Plantas de tomate RNAi Twi1 de un mes de edad de las líneas transgénicas 1 y 28, 
así como plantas control, fueron tratadas con disoluciones 1 mM de ácido salicílico 
(SA), ácido 2,4-dihidroxibenzoico (2,4-DHBA) y ácido 2,4,6-trihidroxibenzoico (2,4,6-
THBA) mediante stem-feeding, como se describe en Materiales y Métodos. Se 
tomaron muestras a las 0, 1, 6 y 24 horas de tratamiento.  
 
Estudio de la inducción de Twi1 
Por ser el tratamiento con 2,4-DHBA el que causó una mayor inducción de Twi1 
(ver Figura 29), las muestras de plantas tratadas con este compuesto se estudiaron en 
primer lugar. Dichas muestras fueron analizadas por PCR cuantitativa para determinar 
el nivel de acumulación de mRNA de Twi1. Los resultados obtenidos para el 
tratamiento con 2,4-DHBA se muestran en la Figura 32.  
Como habíamos observado previamente, se aprecia que el tratamiento con 2,4-
DHBA es capaz de inducir Twi1 en las plantas de tomate control. Tras 1 hora de 
tratamiento, la inducción de Twi1 ya es unas 20 veces superior al nivel de partida, y a 
las 6 horas alcanza un valor máximo en torno a 50 veces, para descender a las 24 
horas de nuevo a los valores de inducción observados a 1 hora de tratamiento. En 
ambas plantas transgénicas RNAi Twi1 (RNAi 1 y RNAi 28), apenas se observa 
inducción de Twi1. Durante todo el ensayo los valores de inducción en estas plantas se 
mantienen muy bajos, no siendo comparables a los observados en el caso de las 













Figura 32. Niveles de expresión del gen Twi1 en plantas transgénicas de tomate RNAi Twi1 
tratadas con ácido 2,4-dihidroxibenzoico (2,4-DHBA). Se analizó la acumulación de mRNA de Twi1 
mediante RT-PCR cuantitativa, en hojas de las líneas transgénicas RNAi Twi 1 y RNAi Twi 28 y de 
plantas control (C), embebidas en disoluciones 1 mM de 2,4-DHBA. Se recogieron muestras a las 
0, 1, 6 y 24 horas post-tratamiento. Los valores obtenidos fueron normalizados respecto al nivel 
de expresión del gen Elongation Factor 1 alpha (eEF1α), tomando como valor de referencia 1 la 
cantidad de mRNA de las plantas a tiempo 0. La media y el error estándar mostrados 
corresponden a tres plantas independientes de un experimento representativo. Se realizaron dos 
experimentos independientes. 
 
Se obtuvieron resultados muy similares en el caso de tratamientos exógenos con 
SA o 2,4,6-THBA, donde no se apreció inducción de Twi1 en plantas transgénicas RNAi 
Twi1 en comparación con plantas control (datos no mostrados). Todos estos 
resultados ponen de manifiesto que en las plantas RNAi Twi1 se está produciendo un 
fenómeno de silenciamiento de Twi1, de forma notable y duradera.  
 
Estudio de la conjugación de 2,4-DHBA y 2,4,6-THBA  
Una vez obtenido este resultado positivo en cuanto al silenciamiento de Twi1 en 
las plantas transgénicas RNAi Twi1, nos propusimos estudiar las posibles 
consecuencias de este silenciamiento. En el ensayo de actividad in vitro habíamos 
observado que la proteína Twi1 recombinante presentaba actividad glicosiltransferasa 
frente a 2,4-DHBA y 2,4,6-THBA. Sin embargo, diferentes estudios muestran que la 

























pues la actividad de las GTs recombinantes suele ser bastante baja. Además, la 
especificidad de sustrato de estas proteínas en ensayos in vitro es menor que la real, 
in vivo. La capacidad de conjugar diversos sustratos, por parte de la proteína 
recombinante, dificulta la posibilidad de conocer cuál es el papel fisiológico de la GT 
en la planta (Jones y Vogt, 2001; Bowles et al., 2005; Achnine et al., 2005), lo que 
denota la importancia de estudiar la actividad in vivo.  
Para observar la actividad de Twi1 in vivo se realizó una extracción de compuestos 
fenólicos a partir de las plantas transgénicas de tomate RNAi Twi1 que habían sido 
tratadas con 2,4-DHBA y 2,4,6-THBA, y se llevó a cabo el análisis de estos metabolitos 
mediante HPLC y qToF (ver Materiales y Métodos). La Figura 33 muestra los resultados 
de acumulación de 2,4-DHBA libre y 2,4-DHBA total en plantas de tomate control y 











Figura 33. Acumulación de  2,4-DHBA libre y 2,4-DHBA total en plantas transgénicas de tomate 
RNAi Twi1 tras el tratamiento con ácido 2,4-dihidroxibenzoico (2,4 DHBA). Se realizó un análisis 
mediante HPLC de fluorescencia de extractos de compuestos fenólicos foliares de las líneas 
transgénicas RNAi Twi 1 (Ti 1) y RNAi Twi 28 (Ti 28) y plantas control (C) embebidas en una 
disolución de 2,4-DHBA 1 mM, a las 6 y 24 horas post-tratamiento. La media y el error estándar 
mostrados corresponden a tres plantas independientes de un experimento representativo. Se 
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Se observan niveles de acumulación de 2,4-DHBA total similares en plantas 
transgénicas RNAi y plantas control, alcanzando una acumulación mayor a las 24 horas 
con valores en torno a los 4000 nmol/ g peso fresco. Sin embargo, se comprueba que 
en ambas líneas transgénicas RNAi la cantidad de 2,4-DHBA en forma libre es mayor, 
respecto al control, a lo largo de todo el experimento.  
Con el fin de facilitar la interpretación de los resultados, los valores de cantidad 
de 2,4-DHBA libre así como el porcentaje de conjugación, se detallan en la Tabla 9. La 
cantidad de 2,4-DHBA libre es claramente superior en plantas transgénicas RNAi en 
comparación con plantas control. Este aumento en la cantidad de compuesto libre 
concuerda con el menor porcentaje de conjugación que presentan las líneas 
transgénicas 1 y 28, frente a las plantas control. Así pues, el silenciamiento de Twi1 
llevaría consigo una disminución de la conjugación de 2,4-DHBA, confirmando así la 






Tabla 9. Porcentaje de conjugación y acumulación de 2,4 DHBA libre en plantas transgénicas de 
tomate RNAi Twi1 tras el tratamiento con ácido 2,4-dihidroxibenzoico (2,4 DHBA). Plantas de las 
líneas transgénicas RNAi Twi 1 y RNAi Twi 28 y plantas control (Money Maker) fueron embebidas 
en disoluciones de 2,4 DHBA 1 mM y el material vegetal se recogió a las 6 y 24 horas post-
tratamiento.  
 
Por lo que respecta a los tratamientos de plantas transgénicas RNAi Twi1 con 
2,4,6-THBA, se detectó la presencia de este compuesto en plantas de tomate como 
consecuencia del tratamiento, alcanzando un valor máximo de 3500 nmol/g peso 
fresco a las 24 horas post-tratamiento (Figura 34). Al igual que sucedió para el 2,4-
DHBA, se observa en ambas líneas transgénicas RNAi que la cantidad de 2,4,6-THBA en 
conjugación
(%)
2,4 DHBA libre 
(nmol / g PF)
Money Maker 53.961256.95 ± 120.88
RNAi Twi 1 14.522840.44 ± 322.46





2,4 DHBA libre 
(nmol / g PF)
Money Maker 83.40788.11 ± 37.79
RNAi Twi 1 66.551227.77 ± 239.42





forma libre es mayor, respecto al control, durante todo el experimento. De hecho, no 
se ha detectado acumulación de 2,4,6-THBA libre en plantas control, ni a 6 ni a 24 
horas de tratamiento, mientras sí se detecta la presencia de 2,4,6-THBA libre en las 
plantas transgénicas, en ambas líneas analizadas y para ambos tiempos.  
En la Tabla 10, donde se presenta la cantidad de 2,4,6-THBA libre en cada línea y 
el porcentaje de conjugación, observamos que el contenido de 2,4,6-THBA libre es 
mayor en plantas transgénicas RNAi. Esto concuerda con el menor porcentaje de 
conjugación que presentan las líneas transgénicas 1 y 28, frente a las plantas control. 
De nuevo, el silenciamiento de Twi1 llevaría consigo una disminución de la 
conjugación de 2,4,6-DHBA, confirmando así la actividad glicosiltransferasa in vivo.  
Estos resultados corroboran aquéllos obtenidos en el ensayo de actividad in vitro, 
donde Twi1 presentó actividad frente a 2,4,6-THBA, si bien las diferencias en el 
porcentaje de conjugación, así como en la cantidad de compuesto en forma libre, son 
mucho más evidentes en el caso del tratamiento con 2,4-DHBA. Esto podría deberse a 
que la conjugación del 2,4,6-THBA quizás no sea llevada a cabo exclusivamente por 
Twi1, sino que otras glicosiltransferasas podrían estar contribuyendo en dicha función. 
Esta redundancia de función sería menos acusada a tiempos cortos (6 horas), donde la 
ausencia de Twi1 se hace más notable, que a las 24 horas de tratamiento, donde otras 
GTs podrían estar ya presentes y compensar el silenciamiento de Twi1. Teniendo esto 
en cuenta, parece que el efecto del silenciamiento de Twi1 es más acusado en el caso 
del 2,4-DHBA, lo que sugiere que la glicosilación de este compuesto podría depender 
en gran medida de Twi1. En cualquier caso, nuestros resultados de actividad in vitro e 
in vivo indican que Twi1 es, en efecto, una glicosiltransferasa que conjuga los 
















Figura 34. Acumulación de 2,4,6-DHBA libre y 2,4,6-DHBA total en plantas transgénicas de 
tomate RNAi Twi1 tras el tratamiento con ácido 2,4,6-dihidroxibenzoico (2,4,6 DHBA). Se efectuó 
un análisis mediante UPLC-PDA-qToF de extractos fenólicos de hojas de las líneas transgénicas 
RNAi Twi 1 (Ti 1) y RNAi Twi 28 (Ti 28) y plantas control (C) embebidas en una disolución de 2,4,6-
DHBA 1 mM, a las 6 y 24 horas post-tratamiento. La media y el error estándar mostrados 







Tabla 10. Porcentaje de conjugación y acumulación de 2,4,6 THBA libre en plantas transgénicas 
de tomate RNAi Twi1 tras el tratamiento con ácido 2,4,6-trihidroxibenzoico (2,4,6 THBA). Plantas 
de las líneas transgénicas RNAi Twi 1 y RNAi Twi 28 y plantas control (Money Maker) fueron 
embebidas en disoluciones de 2,4,6 THBA 1 mM y el material vegetal se recogió a las 6 y 24 
horas post-tratamiento.  
 
Como se ha mencionado anteriormente, numerosos trabajos describen la 
obtención de plantas transgénicas de sobreexpresión de glicosiltransferasas con el fin 
de realizar el estudio acerca de su función. Sin embargo, también se han generado 
conjugación
(%)
2,4,6 THBA libre 
(nmol / g PF)
Money Maker 100.000
RNAi Twi 1 23.65521.45 ± 5.5





2,4,6 THBA libre 
(nmol / g PF)
Money Maker 100.000
RNAi Twi 1 99.0511.9 ± 1.49























plantas transgénicas de silenciamiento de GTs, como es el caso de TOGT, que fue 
identificada como una glicosiltransferasa de escopoletina, y cuyo silenciamiento en 
tabaco dio lugar a un fenotipo de susceptibilidad frente a TMV (Chong et al., 2002). 
También en plantas de pimiento (Capsicum anuum) fue identificada una UDP-
glucosiltransferasa 1 (CaUGT1), cuyo silenciamiento por VIGS produjo un retraso en la 
aparición de HR frente a la infección con TMV, respecto a las plantas control (Lee et 
al., 2009). Resultados similares han sido descritos para el caso de una 
glicosiltransferasa de SA, puesto que la inhibición de dicha actividad producía una 
mayor acumulación de SA en su forma libre en Arabidopsis y, como consecuencia, las 
plantas mostraron un aumento de la resistencia frente a la infección con la bacteria 
Pseudomonas syringae pv. tomato AvrRpmI (Noutoshi et al., 2012). 
Todos estos trabajos indican que las glicosiltransferasas ejercen un claro papel en 
la respuesta defensiva de las plantas. Para profundizar en el estudio del posible papel 
de Twi1 en la respuesta defensiva, decidimos estudiar si el silenciamiento de esta 
glicosiltransferasa lleva asociado, además de un aumento en las formas libres del 2,4- 
DHBA y del 2,4,6-THBA, un incremento en la acumulación de proteínas defensivas 
tales como PR1. 
 
Estudio de la inducción de PR1 
En plantas de tomate ‘Moneymaker’ tratadas con 2,4-DHBA durante 48 horas 
habíamos detectado la acumulación de la proteína de defensa PR1. Por otra parte, en 
los ensayos de actividad in vivo con plantas transgénicas de tomate RNAi Twi1, los 
mejores resultados se habían obtenido en el caso de tratamientos exógenos con 2,4-
DHBA, ya que presentaban una mayor acumulación de 2,4-DHBA libre respecto a las 
plantas control. Teniendo en cuenta el fenotipo observado, decidimos, en un primer 
abordaje, estudiar la expresión de PR1 en las plantas transgénicas con silenciamiento 
de Twi1 tratadas con 2,4-DHBA, con respecto a sus correspondientes controles. Para 
ello, muestras de plantas transgénicas RNAi Twi1 y plantas control tratadas durante 24 
horas con este compuesto fueron analizadas mediante PCR cuantitativa empleando 
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cebadores específicos de PR1 de tomate. Los resultados obtenidos se muestran en la 








Figura 35. Niveles de expresión del gen PR1 en plantas transgénicas de tomate RNAi Twi1 
tratadas con ácido 2,4-dihidroxibenzoico (2,4-DHBA). Se realizó un análisis por RT-PCR 
cuantitativa de la acumulación de mRNA de PR1 en hojas de las líneas transgénicas RNAi Twi 1 y 
RNAi Twi 28, y plantas control (C), embebidas en disoluciones 1 mM de 2,4-DHBA. Las muestras 
se recogieron a las 24 horas post-tratamiento. Los valores obtenidos fueron normalizados 
respecto al nivel de expresión del gen Elongation Factor 1 alpha (eEF1α), tomando como valor de 
referencia 1 la cantidad de mRNA de las plantas a tiempo 0. La media y el error estándar 
mostrados corresponden a tres plantas independientes de un experimento representativo. Se 
realizaron dos experimentos independientes. 
 
La inducción de PR1 resulta ser mayor en plantas transgénicas RNAi Twi1, en 
ambas líneas transgénicas, en comparación con las plantas control. Estos resultados 
muestran que la mayor cantidad de 2,4-DHBA en forma libre que se acumula en estas 
plantas produce una mayor inducción de PR1, indicando un posible rol de este 
compuesto en la respuesta defensiva de la planta frente a ataques patogénicos. 
Los resultados obtenidos en tomate para el silenciamiento de Twi1 concuerdan 
con los obtenidos en el caso de la sobreexpresión de GAGT. Por un lado, la 
sobreexpresión de GAGT da lugar a un aumento del porcentaje de conjugación y, en 
consecuencia, una disminución en los niveles de GA libre, respecto a las plantas 
control. En el caso de Twi1, su silenciamiento en tomate conlleva una disminución del 






















sustratos 2,4-DHBA y 2,4,6-THBA en forma libre, respecto a las plantas control. En 
futuros experimentos sería interesante estudiar si el fenotipo metabólico observado 
en plantas transgénicas de tomate RNAi Twi1 conlleva un fenotipo de resistencia 
frente a una infección patogénica, contrariamente a lo que hemos comprobado en el 
caso de plantas transgénicas de Arabidopsis con sobreexpresión de GAGT, que han 
resultado ser más susceptibles a la infección con la bacteria Pseudomonas syringae pv. 




IMPLICACIÓN DE LAS HCAA








Estudios previos en nuestro laboratorio acerca de la interacción de plantas de 
tomate con la bacteria fitopatógena Pseudomonas syringae pv. tomato demostraron la 
acumulación de cuatro compuestos de naturaleza fenólica en respuesta a la infección, 
que fueron identificados como amidas derivadas del ácido hidroxicinámico (HCAA) 
(Zacarés et al., 2007). Además, se comprobó que la acumulación en tomate de estas 
cuatro amidas como consecuencia de la infección bacteriana iba acompañada de la 
inducción del gen THT1-3 (von Roepenack-Lahaye et al., 2003; Zacarés et al., 2007). 
Por otra parte, un hallazgo bastante prometedor, también obtenido en nuestro 
laboratorio, ha sido la caracterización en este mismo sistema planta-patógeno de otras 
cuatro HCAA, entre las cuales se encontraba la trans-feruloil noradrenalina, un 
metabolito no descrito hasta el momento con una potente actividad antioxidante 
(López-Gresa et al., 2011). Entre las varias funciones que se atribuyen a las HCAA, 
destaca la de formar parte de la respuesta defensiva de las plantas frente a ataques 
patogénicos.   
La obtención de plantas transgénicas que sobreexpresen THT resulta un paso clave 
a la hora de llevar a cabo estudios sobre la función de este gen, así como del papel de 
las HCAA en la planta. Por ello, en nuestro laboratorio se clonó el cDNA completo del 
isogen THT1-3 de tomate en el vector binario pBI121 bajo el control transcripcional del 
promotor 35S2X del Virus del Mosaico de la Coliflor y con la señal de poliadenilación 
del gen de la nopalina sintasa, obteniéndose la construcción pBI_THT. Por su facilidad 
para la transformación, se empleó Arabidopsis thaliana como primera aproximación 
para la obtención de plantas transgénicas sobreexpresoras de dicho gen. Las diferentes 
líneas transgénicas de A. thaliana (ecotipo Columbia) obtenidas mostraban expresión 
constitutiva del gen THT1-3, lo que daba lugar a la producción de proteína activa que 
parecía ser responsable de una cierta acumulación diferencial de HCAA en plantas 
transgénicas respecto a plantas control (Zacarés, 2008). En el presente trabajo 
Resultados y Discusión 
144 
decidimos llevar a cabo la transformación de plantas de tomate con esta misma 
construcción, que ya había sido empleada previamente en Arabidopsis, y estudiar su 
resistencia frente a una infección patogénica (publicado en Campos et al., 2014b; 
Anexo II). 
 
1. Obtención y caracterización de plantas transgénicas de tomate THT  
1.1. Transformación genética de tomate ‘Moneymaker’  
Para llevar a cabo la transformación genética de tomate, se seleccionó la variedad 
‘Moneymaker’ portadora del gen Tm22. Dicha variedad presenta una elevada eficiencia 
de transformación y es resistente al Virus del Mosaico del Tomate. La transformación 
genética de tomate se realizó mediante co-cultivo de explantes de cotiledón con 
Agrobacterium portador de la construcción pBI_THT para la sobreexpresión de THT, tal 
y como se detalla en Materiales y Métodos. El porcentaje de yemas resistentes a 
kanamicina fue del 15%, alcanzando niveles comparables a los previamente descritos 
en la literatura (Ellul et al., 2003). A partir de dicha transformación se obtuvo un total 
de 7 líneas independientes (líneas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7). A continuación se llevó a cabo un 
análisis de la actividad GUS, la inducción del gen NptII de resistencia a kanamicina y la 
inducción de THT en todas las líneas. El estudio de la inducción de ambos genes se 
realizó mediante RT-PCR, a partir de RNA de plantas T0 de las diferentes líneas 
obtenidas. Teniendo en cuenta los resultados de este análisis, se seleccionaron las 
líneas 3, 4 y 7, ya que presentaron actividad GUS positiva, inducción de NptII y una 
expresión constitutiva del gen THT. No se detectó acumulación de transcrito THT en 
plantas control. Plantas de estas tres líneas transgénicas fueron aclimatadas en el 
invernadero y cultivadas para obtener semillas de la generación T1, con la que se 






1.2. Expresión génica de THT y acumulación de HCAA en hojas de tomate transgénico 
Las líneas transgénicas 3, 4 y 7 fueron analizadas para cuantificar la acumulación 
de mRNA de THT. Para ello, se empleó hojas de tomate de las líneas transgénicas THT y 
de las plantas control para realizar RT-PCR cuantitativa, utilizando cebadores 
específicos para la amplificación de THT de tomate. Como se muestra en la Figura 36A, 
todas las líneas transgénicas analizadas presentaron una mayor expresión del gen THT, 
comparado con las plantas control. Los niveles de expresión de THT variaron 
significativamente entre las diferentes líneas transgénicas, siendo la línea 4 la que 
presentó los niveles más bajos y la línea 7 los más elevados. Concretamente, la 
expresión del gen THT en la línea 7 resultó aproximadamente 12 veces superior a la 








Figura 36. Nivel de expresión del gen THT y contenido de HCAA en hojas de plantas transgénicas 
de tomate sobreexpresoras de THT. A) Análisis por RT-PCR cuantitativa de la acumulación de 
mRNA de THT en hojas de tomate de diferentes líneas transgénicas THT (3, 4 y 7) y plantas 
control (C). Los valores obtenidos fueron normalizados respecto al nivel de expresión del gen 
Elongation Factor 1 alpha (eEF1α), tomando como valor de referencia 1 la cantidad de mRNA de 
las plantas control. B) Acumulación de cumaroil tiramina (CT) en hojas de las plantas del apartado 
A), analizadas por UPLC-PDA-Micromass Q-TOF. La media y el error estándar mostrados 
corresponden a tres plantas independientes de un experimento representativo. Se llevó a cabo 
un análisis estadístico t de Student con los datos correspondientes a tres experimentos 
independientes. El asterisco (*) indica que existe significación estadística con un valor p < 0.05, 
respecto a las plantas control. El doble asterisco (**) indica que existe significación estadística 
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Con el fin de estudiar la correlación entre la expresión génica de THT y la 
acumulación de HCAA en las diferentes líneas, se analizó el contenido en HCAA en 
hojas de plantas transgénicas de tomate THT y plantas control mediante UPLC-PDA 
acoplado a Micromass Q-Tof (ver Materiales y Métodos). Estudios previos habían 
puesto de manifiesto la elevada acumulación de HCAA de tiramina en plantas de 
tomate en respuesta a diversos estreses, tales como herida o infección patogénica 
(Pearce et al., 1998; Zacarés et al., 2007; López-Gresa et al., 2011). Entre las posibles 
HCAA de tiramina, hemos detectado en plantas transgénicas de tomate THT la 
acumulación constitutiva de las amidas formadas por tiramina con los ácidos ferúlico o 
cumárico. Mientras que la acumulación de feruloil tiramina (FT) resultó apenas 
perceptible, todas las líneas transgénicas presentaron un contenido en cumaroil 
tiramina (CT) superior a las plantas control (Figura 36B). Ello indica la presencia 
constitutiva de ácido cumárico y tiramina en plantas de tomate, que servirían como 
sustrato para la THT sobreexpresada. Concretamente, hojas de tomate control 
contenían 0.021 nmol de CT por gramo de peso fresco (PF), mientras que las líneas 3 y 
4 acumularon 0.17 y 0.0625 nmol de CT/g PF, respectivamente. Estos niveles de 
acumulación de CT correlacionaron con los niveles de mRNA de THT previamente 
observados. La línea 7 presentó los niveles más altos de acumulación de CT (0.25 nmol 
de CT/g PF), con alrededor de 10 veces el contenido de las plantas control. El análisis 
estadístico puso de manifiesto que las diferencias observadas en las tres líneas 
transgénicas frente a las plantas control eran estadísticamente significativas, 
mostrando las líneas 3 y 7 los valores de acumulación de CT más altos. En 
consecuencia, estas dos líneas independientes se seleccionaron para llevar a cabo los 
siguientes estudios.  
La acumulación de HCAA derivadas de la tiramina, como CT y FT, ha sido descrita 
en plantas transgénicas sobreexpresoras de THT de diferentes especies. Por ejemplo, 
plantas de tabaco que sobreexpresan THT acumulan CT y FT en respuesta a herida, 
siendo los niveles de HCAA acumulados muy superiores en plantas transgénicas en 
comparación con plantas control. A diferencia de los resultados que hemos obtenido 
en tomate, no se detectó acumulación constitutiva de HCAA en hojas de tabaco 
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transgénico THT (Hagel y Facchini, 2005). Asimismo, se han obtenido líneas de arroz 
transgénico que sobreexpresan el gen THT de pimiento. Al igual que en tabaco, el 
contenido en CT y FT era apenas perceptible cuando se analizaron plántulas de arroz 
transgénico de 10 días de edad. Sin embargo, hojas de las plántulas cultivadas en un 
medio suplementado con tiramina acumularon cinco veces más CT y FT que las 
cultivadas en su ausencia, presentando un mayor contenido las plántulas transgénicas 
frente a las plántulas control. La correlación entre los niveles de CT y FT y la presencia 
de tiramina indican que este compuesto actúa como limitante en la síntesis de HCAA 
en plantas de arroz (Lee et al., 2007). 
Curiosamente, hemos observado que las hojas de las plantas transgénicas de 
tomate THT acumulan CT de forma constitutiva, indicando que el contenido en 
tiramina en esta especie debe ser alto, tal y como describen Ly et al. (2008), y que no 
supone un sustrato limitante en la síntesis de HCAA. En relación con esto, llevamos a 
cabo la medición de los niveles basales de tiramina en plantas transgénicas THT y 
plantas control, pero no se observó diferencias entre ambas. La acumulación 
constitutiva de HCAA también fue descrita en plantas de tomate transgénico de 
sobreexpresión de SHT, un enzima implicado en la síntesis de HCAA que presenta una 
mayor afinidad de sustrato por la amina serotonina (Kang et al., 2009).  
Por otra parte, hemos llevado a cabo un estudio de la acumulación de HCAA en 
respuesta a herida en hojas. Como se ha mencionado anteriormente, plantas de 
tabaco con sobreexpresión de THT presentaron una acumulación de HCAA en hojas 
muy superior a las plantas no transgénicas, transcurridas 12 horas desde que se 
produjo la herida (Hagel y Facchini, 2005). La acumulación de HCAA también se ha 
descrito en plantas de tomate de sobreexpresión de SHT en respuesta a herida (Kang 
et al., 2009). En concordancia con lo descrito por estos autores, nosotros también 
hemos observado una mayor acumulación de HCAA en respuesta a herida en hojas de 
plantas de tomate transgénicas THT en comparación con plantas control, alcanzando 
un valor máximo 24 horas después de herir, resultados que se muestran en la Figura 
37.  
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Ambas líneas 3 y 7 presentaron una mayor acumulación de CT y FT, si bien es 
cierto que sólo la diferencia en la acumulación de CT resultó estadísticamente 
significativa en plantas transgénicas respecto a plantas control. De nuevo, fue la línea 7 
la que presentó los valores más altos de acumulación de HCAA. En respuesta a herida, 
el tejido foliar de las plantas transgénicas de la línea 7 mostró niveles de CT hasta 4 
veces superiores a los detectados en plantas control, mientras que la acumulación de 







Figura 37. Acumulación de HCAA en plantas transgénicas de tomate sobreexpresoras de THT en 
respuesta a herida. Niveles de acumulación de cumaroil tiramina (CT) y feruloil tiramina (FT) en 
la tercera y cuarta hoja de plantas transgénicas THT-3 y THT-7 y plantas control (C) de tomate, a 
las 24 horas de producirse la herida. Las muestras se analizaron por UPLC-PDA-Micromass Q-
TOF. La media y el error estándar mostrados corresponden a tres plantas independientes de un 
experimento representativo. Se llevó a cabo un análisis estadístico t de Student con los datos 
correspondientes a tres experimentos independientes. El doble asterisco (**) indica que existe 
significación estadística con un valor p < 0.01, respecto a las plantas control.  
 
Como se ha indicado previamente, habíamos detectado la acumulación 
constitutiva de CT en plantas de tomate. En respuesta a herida se produce, además, la 
acumulación de FT. Esto podría indicar que, en las hojas de tomate heridas, se estaría 
acumulando ácido ferúlico, que actuaría como sustrato para la formación de la 
correspondiente amida. La no detección de FT en plantas no heridas sugiere que el 
ácido ferúlico estaría actuando como sustrato limitante, ya que la tiramina sí está 
presente de forma constitutiva. Se puede también considerar que el enzima THT 
muestre distinta afinidad por el ácido cumárico respecto al ferúlico, lo que contribuiría 



































1.3. Expresión génica de THT y acumulación de HCAA en flores de tomate transgénico 
Para profundizar en la caracterización de las plantas transgénicas de tomate THT, 
analizamos flores en estadio de antesis por RT-PCR cuantitativa para estudiar la 
acumulación del transcrito de THT. Como muestra la Figura 38A, ambas líneas 
transgénicas mostraron elevados niveles constitutivos de THT. En este caso, los valores 
alcanzados en la línea 7 resultaron ser 3 veces más altos que los observados en las 
flores de plantas control. Por otro lado, para determinar si los niveles de expresión de 
THT en flores se correlacionaban con la acumulación de HCAA, las mismas muestras 
analizadas por RT-PCR cuantitativa fueron sometidas a análisis mediante UPLC-PDA 
acoplado a Micromass Q-Tof (ver Materiales y Métodos). En el caso de las flores 








Figura 38. Nivel de expresión del gen THT y contenido de HCAA en flores de plantas transgénicas 
de tomate THT. A) Análisis por RT-PCR cuantitativa de la acumulación de mRNA de THT en flores 
en estadio de antesis de plantas de tomate transgénicas THT-3 y THT-7 y plantas control (C). Los 
valores obtenidos fueron normalizados respecto al nivel de expresión del gen Elongation Factor 1 
alpha (eEF1α), tomando como valor de referencia 1 la cantidad de mRNA de las plantas control. 
B) Acumulación de cumaroil tiramina (CT) y feruloil tiramina (FT) en las flores del apartado A), 
analizadas por UPLC-PDA-Micromass Q-TOF. La media y el error estándar mostrados 
corresponden a tres plantas independientes de un experimento representativo. Se llevó a cabo 
un análisis estadístico t de Student con los datos correspondientes a tres experimentos 
independientes. El asterisco (*) indica que existe significación estadística con un valor p < 0.05, 
respecto a las plantas control. El doble asterisco (**) indica que existe significación estadística 
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Como se muestra en la Figura 38B, las flores de plantas control de tomate 
contenían 3 nmol de CT/g PF y 4.1 nmol de FT/g PF, mientras que las flores de la línea 7 
acumularon constitutivamente 4 nmol de CT/g PF y 16 nmol de FT/g PF. Mientras el 
nivel de acumulación de CT fue similar entre las flores transgénicas y las control, 
siendo las diferencias estadísticamente no significativas, la acumulación de FT sí fue 
significativa en ambas líneas transgénicas respecto a plantas control.  
De igual modo a lo observado previamente en hojas, las flores de plantas 
transgénicas mostraron un aumento en la acumulación de mRNA de THT con respecto 
a las plantas control. No obstante, mientras que en las hojas se detectó únicamente la 
acumulación constitutiva de CT, en las flores de plantas THT se detectaron ambas 
amidas, CT y FT. En consonancia con los resultados obtenidos en hojas, la presencia de 
altos niveles de HCAA en flores correlacionaba con un mayor nivel de expresión de 
THT. Observando los resultados de la línea 7,  el nivel de HCAA de tiramina (CT y FT) en 
las flores alcanzó niveles aproximadamente 12 veces superiores a los detectados en las 
hojas de estas mismas plantas transgénicas, lo que indica una mayor acumulación de 
HCAA en flores. 
Estos elevados niveles de HCAA en flores han sido también descritos en otras 
plantas. Se ha visto que las flores de pimiento acumulan altos niveles de HCAA. 
Además, las flores resultaron ser los órganos con los niveles más elevados de tiramina 
en las plantas de pimiento, sugiriendo que los niveles de HCAA son proporcionales a 
los niveles de sustrato amínico (Kang y Back, 2006). De acuerdo con esto, la elevada 
acumulación de HCAA que hemos observado en las flores de tomate transgénico 
podría deberse a elevados niveles basales de tiramina en estos órganos. Esta notable 
acumulación de HCAA en flores sugiere una función importante para estos compuestos 
en dichos órganos, bien actuando como agentes antimicrobianos de defensa frente a 
patógenos, reforzando la pared celular durante la antesis o controlando la 
organogénesis sexual (Martin-Tanguy y Negrel, 1987; Negrel y Lherminier, 1987; 




1.4. Expresión génica de THT y acumulación de HCAA en frutos de tomate transgénico 
Tal y  como se ha descrito anteriormente para hojas y flores, analizamos la 
expresión del gen THT y la acumulación de HCAA en frutos de plantas de tomate THT y 
plantas control. En primer lugar, frutos maduros (rojos) de líneas transgénicas THT y 
plantas control se analizaron mediante RT-PCR cuantitativa empleando cebadores 
específicos para el gen THT de tomate. Al igual que en hojas y flores, el nivel de 
expresión génica de THT en frutos transgénicos de ambas líneas fue superior a lo 
observado en los frutos de plantas control (Figura 39A). En particular la línea 7 








Figura 39. Nivel de expresión del gen THT y contenido de HCAA en frutos de plantas transgénicas 
de tomate THT. A) Análisis por RT-PCR cuantitativa de la acumulación de mRNA de THT en frutos 
maduros de plantas de tomate transgénicas THT-3 y THT-7 y plantas control (C). Los valores 
obtenidos fueron normalizados respecto al nivel de expresión del gen Elongation Factor 1 alpha 
(eEF1α), tomando como valor de referencia 1 la cantidad de mRNA de las plantas control. B) 
Acumulación de cumaroil tiramina (CT) y feruloil tiramina (FT) en los frutos del apartado A), 
analizadas por UPLC-PDA-Micromass Q-TOF. La media y el error estándar mostrados 
corresponden a tres plantas independientes de un experimento representativo. Se llevó a cabo 
un análisis estadístico t de Student con los datos correspondientes a tres experimentos 
independientes. El asterisco (*) indica que existe significación estadística con un valor p < 0.05, 
respecto a las plantas control. El doble asterisco (**) indica que existe significación estadística 
con un valor p < 0.01, respecto a las plantas control.  
 
A continuación, se analizaron los niveles de acumulación de HCAA en frutos de 
plantas transgénicas y plantas control. Para este análisis, los frutos maduros (rojos) 
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se sometieron a análisis mediante UPLC-PDA acoplado a Micromass Q-Tof para 
determinar el contenido en HCAA. De acuerdo con lo observado en flores, se detectó la 
presencia de tanto CT como FT, siendo los niveles de estas dos HCAA superiores en 
frutos de plantas transgénicas de ambas líneas (Figura 39B). Concretamente, los frutos 
de plantas control contenían 2.3 nmol  de CT/g PF y 1.65 nmol de FT/g PF, mientras 
que los frutos transgénicos de la línea 7 presentaron 17.7 nmol de CT/g PF y 8.3 nmol 
de FT/g PF. Mientras las diferencias en los niveles de CT fueron estadísticamente 
significativas en ambas líneas transgénicas respecto a las plantas control, el contenido 
en FT sólo fue significativo para la línea 7. Este aumento en el contenido de HCAA en 
frutos de plantas transgénicas THT se correlaciona con los niveles observados en flores. 
Una elevada acumulación de HCAA en frutos podría contribuir a la respuesta 
defensiva frente a patógenos. En este sentido, Kang et al. (2010) han descrito la 
acumulación de cafeoil serotonina (CaS) en frutos de pimiento infectados con el hongo 
de la Antracnosis, Colletotrichum gloeosporoides. Estos autores sugieren que la CaS, 
cuya síntesis se induce por la infección patógenica y que exhibe actividad antifúngica, 
juega un papel clave en la defensa de las plantas de pimiento. De acuerdo con estos 
resultados, la sobreacumulación de CT y FT en frutos de tomate THT podría actuar 
como una defensa constitutiva contra posibles infecciones. De hecho, CT y FT han sido 
ampliamente implicadas en las defensa de la planta contra el ataque de patógenos, y 
varios estudios han demostrado que su síntesis en las plantas se activa en respuesta a 
la infección por hongos, virus o bacterias. Por ejemplo, se ha descrito que plantas de 
patata infectadas con Phytophthora infestans aumentan la síntesis de CT y FT (Keller et 
al., 1996) y que la biosíntesis de FT se induce en tabaco tras la infección con el Virus 
del Mosaico del Tabaco (Negrel y Jeandet, 1987). En este sentido, futuros estudios de 







2. Infección de plantas transgénicas de tomate THT con la bacteria Pseudomonas 
syringae pv. tomato  
 
Hemos observado cómo las plantas de tomate THT acumulan una mayor cantidad 
de HCAA en hojas, flores y frutos, de manera constitutiva, en comparación con las 
plantas control. También se ha detectado la mayor acumulación de HCAA en respuesta 
a herida en hojas de plantas transgénicas, frente a plantas control. Diversos estudios 
han puesto de manifiesto la acumulación de HCAA en respuesta a una infección. Con el 
fin de estudiar dicha acumulación en plantas de tomate THT en respuesta a un ataque 
patogénico, decidimos llevar a cabo la infección de estas plantas transgénicas con la 
bacteria Pseudomonas syringae pv. tomato.  
 
2.1. Acumulación de HCAA en plantas transgénicas de tomate THT infectadas con la 
bacteria P. syringae pv. tomato 
Estudios previos han puesto de manifiesto la inducción de THT 1-3 debido a la 
infección de plantas de tomate con la bacteria P. syringae pv. tomato, lo que indica un 
posible papel de este gen en la defensa de la planta (von Roepenack-Lahaye et al., 
2003). Por otra parte, en nuestro laboratorio se ha descrito que hojas de plantas de 
tomate variedad ‘Rutgers’ infectadas con P. syringae presentaron una rápida 
activación de THT, seguida de la acumulación de HCAA (Zacarés et al., 2007; López-
Gresa et al., 2011). Con el fin de comprobar si las plantas transgénicas de tomate THT 
presentan un aumento en los niveles de HCAA ante una infección virulenta con la 
bacteria P. syringae en comparación con las plantas control, se llevó a cabo un 
seguimiento de su acumulación en el tiempo. Para ello, hojas infiltradas con una 
disolución bacteriana (infectadas) y hojas control infiltradas con una disolución de 
MgCl2 (mock), se recogieron a las 0, 24 y 48 horas después de la inoculación (ver 
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Materiales y Métodos). Los resultados de la acumulación de CT y FT en hojas de 
tomate THT y control tras la inoculación de  P. syringae se presentan en la Figura 40.  
En primer lugar, se observa que todas las plantas acumularon CT y FT como 
consecuencia de la interacción compatible, y ambas aumentaban su concentración con 
el tiempo. Sin embargo, los niveles absolutos de estos metabolitos diferían 
sustancialmente, siendo los valores más altos los correspondientes a CT. Las líneas 
transgénicas 3 y 7 presentaron niveles de acumulación superiores a las plantas control. 
Las diferencias entre la línea 3 y las plantas control fueron estadísticamente 
significativas para los niveles de CT a 24 y 48 horas post-inoculación (hpi), y para FT a 
las 48 hpi. La acumulación de CT y FT alcanzó el valor más alto en línea 7, y fue 








Figura 40. Acumulación de HCAA en hojas de plantas transgénicas de tomate THT infectadas con 
la bacteria Pseudomonas syringae pv. tomato. Niveles de acumulación de cumaroil tiramina (CT) 
y feruloil tiramina (FT) en hojas infiltradas con P. syringae (inf) e infiltradas con tampón (mock) de 
plantas transgénicas THT-3 y THT-7 y plantas control (C) a las 0, 24 y 48 horas después de la 
inoculación. Las muestras fueron analizadas por UPLC-PDA-Micromass Q-TOF. La media y el error 
estándar mostrados corresponden a tres plantas independientes de un experimento 
representativo. Se llevó a cabo un análisis estadístico t de Student con los datos correspondientes 
a tres experimentos independientes. La significación estadística se muestra para plantas 
transgénicas infectadas frente a plantas control infectadas. El asterisco (*) indica que existe 
significación estadística con un valor p < 0.05. El doble asterisco (**) indica que existe 




















































Comparando los valores alcanzados en esta línea frente a plantas control, 
observamos que las plantas control acumularon 943 nmol de CT y 228 nmol de FT por 
gramo de peso fresco transcurridas 48 horas desde la inoculación bacteriana, mientras 
que las plantas transgénicas THT acumularon 1704 nmol de CT y 333 nmol de FT por 
gramo de peso fresco. Por tanto, la acumulación de HCAA de tiramina fue 
aproximadamente 2 veces mayor en plantas de tomate THT inoculadas con P. syringae 
en comparación con lo observado en plantas control infectadas. Por último, la 
acumulación de CT y FT también aumentó en hojas infiltradas con la solución de MgCl2 
(mock), probablemente como consecuencia de las heridas producidas por la 
infiltración. 
Además de CT y FT, en las plantas transgénicas de tomate THT infectadas con P. 
syringae hemos detectado también la acumulación de HCAA de octopamina y 
noradrenalina. Esto concuerda con resultados previos de nuestro grupo (López-Gresa 
et al., 2011), donde se detectó la acumulación de estas mismas amidas en hojas de 
tomate ‘Rutgers’ transcurridas 24 y 48 horas desde la infiltración bacteriana. La Figura 
41 muestra los resultados de acumulación de cumaroil octopamina (CO), feruloil 
octopamina (FO), cumaroil noradrenalina (CNA) y feruloil noradrenalina (FNA) en hojas 
de plantas de tomate THT y plantas control 48 horas después de la inoculación con P. 
syringae. Observamos que las plantas de la línea 3 mostraron diferencia 
estadísticamente significativa en el contenido de FO, en comparación con las plantas 
control. En cuanto a la línea 7, las diferencias fueron estadísticamente significativas en 
la acumulación de las cuatro amidas (CO, FO, CNA y FNA). Comparando los niveles de 
acumulación entre la línea 7 y las plantas control, para las HCAA de octopamina las 
plantas control acumulan 60.3 nmol de CO/g PF y 7.3 nmol de FO/g PF, mientras que 
las plantas de la línea 7 acumularon cuatro veces más CO y el doble de FO por gramo 
de  peso fresco. Respecto a los niveles de las HCAA de noradrenalina, las plantas 
control acumularon 33 nmol CNA/g PF y 2.1 nmol FNA/g PF, mientras que las plantas 
transgénicas triplicaron la cantidad de CNA y duplicaron la de FNA. En resumen, la 
acumulación de todas estas HCAA fue globalmente 3 veces mayor en plantas 
transgénicas THT infectadas con P. syringae comparado con lo observado en las 
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plantas control. A diferencia de las HCAA de tiramina, las HCAA de octopamina y 
noradrenalina no fueron detectadas en las hojas infiltradas con la disolución de MgCl2 















Figura 41. Acumulación de HCAA de octopamina y noradrenalina en hojas de plantas 
transgénicas de tomate THT infectadas con la bacteria Pseudomonas syringae pv. tomato. A) 
Niveles de acumulación de cumaroil octopamina (CO) y feruloil octopamina (FO) en hojas 
infectadas de plantas transgénicas THT-3 y THT-7 y plantas control (C) 48 horas después de la 
inoculación. B) Niveles de acumulación de cumaroil noradrenalina (CNA) y feruloil noradrenalina 
(FNA) en hojas infectadas de plantas transgénicas THT-3 y THT-7 y plantas control (C) 48 horas 
después de la inoculación. Las muestras fueron analizadas por UPLC-PDA-Micromass Q-TOF. La 
media y el error estándar mostrados corresponden a tres plantas independientes de un 
experimento representativo. Se llevó a cabo un análisis estadístico t de Student con los datos 
correspondientes a tres experimentos independientes. El asterisco (*) indica que existe 
significación estadística con un valor p < 0.05, respecto a las plantas control. El doble asterisco 




































































Por tanto, se había detectado hasta el momento la acumulación de HCAA de 
tiramina tanto de manera constitutiva, en el caso de CT, como inducida en respuesta a 
herida, donde se acumulan CT y FT, y ahora también como consecuencia de la 
infección bacteriana. Sin embargo, la acumulación de HCAA de octopamina y 
noradrenalina únicamente se ha detectado en plantas infectadas, sugiriendo que la 
acumulación de estas HCAA se produce exclusivamente como consecuencia de la 
infección. Ello podría indicar una menor disponibilidad en la planta para la formación 
de HCAA de las aminas octopamina y noradrenalina, en comparación con la tiramina. 
Por otra parte, estos resultados también podrían explicarse teniendo en cuenta la 
afinidad de sustrato de la isoforma THT1-3 de tomate, que es mayor por la tiramina y 
menor por la noradrenalina (von Roepenack-Lahaye et al., 2003), coincidiendo con las 
HCAA que se acumulan en mayor y menor cantidad, respectivamente.  
Como se ha mencionado anteriormente, CT y FT han sido extensamente 
implicadas en la respuesta defensiva, siendo varios los estudios que demuestran que 
su síntesis se activa en plantas en respuesta a la infección por patógenos (Negrel y 
Jeandet,  1987; Keller et al., 1996). Otras HCAA derivadas de la dopamina y la 
octopamina han mostrado una elevada acción bactericida, así como una notable 
actividad antioxidante (Zacarés et al., 2007). Por último, entre las HCAA acumuladas en 
tomate destaca la feruloil noradrenalina (FNA), ya que presenta una extraordinaria 
actividad antioxidante (López-Gresa et al., 2011). Todo esto indica que las HCAA 
podrían constituir un componente químico importante de la respuesta defensiva del 
tomate, actuando como agentes antimicrobianos de defensa frente a patógenos o bien 
reforzando la pared celular (Martin-Tanguy y Negrel, 1987;  Negrel y Lherminier, 1987; 
Halbrock y Scheel, 1989; Liyama et al., 1994). Por tanto, la mayor acumulación de 
HCAA que observamos en plantas transgénicas de tomate THT podría conllevar una 
mayor resistencia de estas plantas frente a los ataques patogénicos. Para estudiar 
dicha hipótesis, hemos estudiado el crecimiento bacteriano que se produce en plantas 
de tomate THT infectadas con la bacteria P. syringae pv. tomato.  
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2.2. Crecimiento bacteriano en plantas transgénicas de tomate THT infectadas con la 
bacteria P. syringae pv. tomato 
Con el fin de investigar el efecto de la sobreexpresión de THT y la consiguiente 
elevada acumulación de HCAA en la defensa de la planta, se cuantificó el crecimiento 
bacteriano en plantas transgénicas de tomate THT infectadas con P. syringae pv. 
tomato, en comparación con plantas control. Para ello, las hojas fueron infiltradas con 
una suspensión bacteriana y se recogieron muestras a las 24 y 48 horas después de la 
inoculación para ser analizadas como se describe en Materiales y Métodos. Los 










Figura 42. Crecimiento de Pseudomonas syringae pv. tomato en hojas de plantas transgénicas de 
tomate THT. Las unidades formadoras de colonias (cfu) bacterianas en plantas transgénicas THT-3 
y THT-7 y plantas control (C) se determinaron como se describe en Materiales y Métodos. El 
crecimiento bacteriano se cuantificó 24 y 48 horas después de la inoculación. La media y el error 
estándar mostrados corresponden a cinco plantas independientes de un experimento 
representativo. Se llevó a cabo un análisis estadístico de t de Student con los datos 
correspondientes a tres experimentos independientes. El asterisco (*) indica que existe 
significación estadística con un valor p < 0.05, respecto a las plantas control. 
  
El crecimiento bacteriano se redujo significativamente en ambas líneas 
transgénicas a las 48 horas post-inoculación, respecto a plantas control. 
























32% en el número de unidades formadoras de colonias (cfu) con respecto a las plantas 
control. La comparación del crecimiento bacteriano en las dos líneas transgénicas 
independientes 3 y 7 pone de manifiesto un efecto dosis, ya que la resistencia 
observada correlaciona con la acumulación de HCAA (Figuras 40 y 41) en estas líneas. 
En cuanto a los síntomas, se observó la aparición de necrosis y clorosis en las hojas 
inoculadas con la bacteria, sin detectar diferencias macroscópicas claras entre las 
plantas control y las plantas transgénicas. Por lo tanto, las plantas transgénicas de 
tomate THT exhibieron una resistencia significativa al crecimiento de la bacteria 
virulenta P. syringae pv. tomato.  
En Arabidopsis thaliana, el enzima Agmatina Cumaroil Transferasa (AtACT) cataliza 
la última reacción en la biosíntesis de las HCAA. En respuesta a la infección con el 
hongo Alternaria brassicicola, los transcritos de AtACT aumentaron rápidamente y se 
detectó la acumulación de HCAA de agmatina y putrescina en las hojas de la roseta 
(Muroi et al., 2009). En consecuencia, mutantes de Arabidopsis para AtACT mostraron 
una mayor susceptibilidad al hongo patógeno, indicando que la acumulación de HCAA 
forma parte de los mecanismos de defensa de A. thaliana. Por otro lado, plantas 
transgénicas de torenia (Torenia hybrida) que sobreexpresan el gen AtACT, 
presentaron acumulación de HCAA, acompañada de una mayor resistencia frente al 
hongo necrótrofo Botrytis cinerea (Muroi et al., 2012). Nuestros resultados apoyan 
estos trabajos en la relación entre presencia de amidas y resistencia.  
Desde nuestro conocimiento, esta es la primera vez que se observa que la  
sobreexpresión de THT conlleve una mayor resistencia a una infección bacteriana. La 
reducción en el crecimiento bacteriano detectada en las plantas transgénicas THT 
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2.3. Acumulación de SA e inducción del gen PR-1 en plantas transgénicas de tomate 
THT infectadas con la bacteria P. syringae pv. tomato 
El ácido salicílico (SA) desempeña un papel fundamental en la respuesta defensiva 
de la planta, puesto que sus niveles aumentan notablemente tras la invasión 
patogénica y su acumulación resulta crucial para el establecimiento de la resistencia en 
muchas de las interacciones planta-patógeno (Métraux y Raskin, 1993; Dempsey et al., 
1999). Estudios realizados en nuestro laboratorio pusieron de manifiesto que plantas 
de tomate infectadas con P. syringae presentaron un aumento rápido y transitorio de 
SA a las 24 h de la inoculación bacteriana (Bellés et al., 1999; Zacarés et al., 2007). Con 
el fin de estudiar si la resistencia observada en plantas transgénicas de tomate THT 
tenía relación con la señalización de la respuesta defensiva, se midieron los niveles de 
SA en plantas transgénicas y plantas control a lo largo de la infección con P. syringae. 
Los resultados de la acumulación de SA en hojas de tomate transgénico THT y plantas 
de tomate control en respuesta a la infección con P. syringae se muestran en la Figura 
43A.  
No se observó diferencias significativas en los niveles de SA entre plantas 
transgénicas y plantas control a las 24 horas post-inoculación (hpi). No obstante, a las 
48 hpi ambas líneas transgénicas presentaron niveles de SA significativamente más 
altos que los detectados en plantas control. Esto correlaciona con los resultados 
obtenidos en el ensayo de resistencia, puesto que las diferencias en crecimiento 
bacteriano en las líneas transgénicas también resultaron estadísticamente 
significativas a las 48 hpi, respecto a las plantas control. La línea 7 es de nuevo la que 
presentó los niveles de SA más altos. Concretamente, a las 48 hpi las plantas control 
presentaban 6 nmol SA/g PF, mientras la línea 7 acumuló hasta 16.9 nmol SA/g PF. Por 
lo tanto, los niveles de SA fueron aproximadamente 3 veces superiores en plantas de 
tomate transgénico infectado con P. syringae en comparación con las 












Figura 43. Acumulación de ácido salicílico y expresión del gen PR1 en plantas transgénicas de 
tomate THT infectadas con Pseudomonas syringae pv. tomato. A) Niveles de ácido salicílico total 
(SA) en hojas infiltradas con P. syringae (inf) e infiltradas con tampón (mock) de plantas 
transgénicas THT-3 y THT-7 y plantas control (C) a las 0, 24 y 48 horas desde la inoculación. Las 
muestras fueron analizadas por HPLC acoplado a un detector de fluorescencia. B) Análisis por RT-
PCR cuantitativa de la acumulación de mRNA de PR1 en las plantas del apartado A). Los valores 
obtenidos fueron normalizados respecto al nivel de expresión del gen Elongation Factor 1 alpha 
(eEF1α), tomando como valor de referencia 1 la cantidad de mRNA de las plantas control. La 
media y el error estándar mostrados corresponden a tres plantas independientes de un 
experimento representativo. Se llevó a cabo un análisis estadístico t de Student con los datos 
correspondientes a tres experimentos independientes. La significación estadística se muestra 
para plantas transgénicas infectadas frente a plantas control infectadas. El asterisco (*) indica 
que existe significación estadística con un valor p < 0.05, respecto a las plantas control.  
 
Debido a que el SA es un importante regulador de la inducción de genes que 
codifican proteínas de defensa (Pathogenesis-Related, PR; van Loon et al., 2006), nos 
propusimos estudiar el patrón de expresión del gen PR1. Para ello, se recogieron 
muestras a las 24 y 48 horas desde la infiltración bacteriana y se realizó una extracción 
de RNA total seguida de una RT-PCR cuantitativa. Los niveles de expresión del mRNA 
de PR1 obtenidos se muestran en la Figura 43B. Se observa cómo los niveles de PR1 
correlacionan con los niveles de SA, aumentando como consecuencia de la infección, 
siendo superiores en las líneas transgénicas THT. En el caso de la línea 7, la expresión 
de PR1 fue aproximadamente 1.5 veces superior en comparación con plantas control a 
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Los resultados sugieren que la resistencia mostrada por las plantas transgénicas de 
tomate THT frente a la infección con P. syringae se debe a la mayor acumulación de 
HCAA en estas plantas transgénicas. Además, la comparación entre dos líneas 
transgénicas independientes ha puesto de manifiesto un efecto dosis, reforzando la 
idea de que los niveles de HCAA correlacionan con la inhibición del crecimiento 
bacteriano. Esto concuerda con trabajos previos en los que se había descrito la 
relación entre la acumulación de HCAA y la expresión de resistencia, puesto que los 
niveles de HCAA detectados en interacciones incompatibles en pimiento y tomate eran 
muy superiores a los niveles alcanzados en las interacciones compatibles 
correspondientes (Newman et al., 2001; von Roepenack-Lahaye et al., 2003). Los 
niveles de HCAA que se detectan en las plantas transgénicas de tomate THT infectadas 
son comparables, e incluso superiores, a los detectados en las interacciones 
incompatibles en tomate por von Roepenack-Lahaye y colaboradores (2003). 
Además de esto, mostramos en este trabajo que la mayor acumulación de HCAA 
viene acompañada de un incremento en los niveles de SA, lo que conduciría o 
reforzaría la activación de las defensas de la planta. La posibilidad de que las HCAA 
deban considerarse no sólo productos finales de la respuesta defensiva de la planta 
frente al patógeno, sino también intermediarios metabólicos, parece ser cada vez más 
factible (Bassard et al., 2010). En relación con esto, resultaría interesante realizar 
experimentos para estudiar si la aplicación exógena de HCAA puede activar el sistema 
de defensa de la planta, y evitar así posibles infecciones posteriores. 
En resumen, hemos observado que las plantas transgénicas de tomate que se han 
desarrollado en este estudio presentan una elevada expresión de THT y la consiguiente 
acumulación de HCAA en hojas, flores y frutos. Además, esta acumulación de HCAA de 
tiramina (CT y FT), octopamina (CO y FO) y noradrenalina (CNA y FNA) fue mayor en 
plantas de tomate THT infectadas con P. syringae en comparación con plantas 
transgénicas control. Este aumento en el contenido de HCAA en las plantas 
transgénicas viene acompañado de un incremento en los niveles de SA y la inducción 
de genes PR. Finalmente, las plantas transgénicas de tomate THT mostraron una mayor 
resistencia a la infección por P. syringae, sugiriendo que las HCAA juegan un papel 
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defensivo en esta interacción. Es de destacar el valor de estas plantas transgénicas 
como una herramienta útil a la hora de proporcionar nuevas aportaciones sobre la 








A lo largo de este trabajo se ha destacado la importancia de los metabolitos 
secundarios de naturaleza fenólica y el papel que éstos desempeñan en la respuesta 
defensiva de las plantas frente al ataque de patógenos (Dixon et al., 2002). 
Compuestos derivados del ácido benzoico, como el ácido salicílico (SA), que es el más 
ampliamente estudiado, o el ácido gentísico (GA), pueden actuar como moléculas 
señal, siendo capaces de activar la respuesta defensiva cuando se encuentran en forma 
libre (Bellés et al., 1999; Shah, 2003). En este trabajo, además, hemos observado que 
otro hidroxibenzoato, el ácido 2,4 dihidroxibenzoico (2,4-DHBA), también podría jugar 
un papel en la activación de la respuesta defensiva en tomate.  
Otros compuestos de naturaleza fenólica se consideran componentes finales de la 
respuesta defensiva, actuando directamente sobre el organismo patógeno. Tal es el 
caso de las amidas derivadas del ácido hidroxicinámico (HCAA) (Bassard et al., 2010). 
De hecho, nuestro grupo ha descrito que las HCAA se acumulan en plantas de tomate 
en respuesta a infecciones patogénicas, y que algunas de ellas poseen actividad 
antibacteriana, antifúngica o antioxidante (Zacarés et al., 2007; López-Gresa et al., 
2011).  
En el presente trabajo se ha estudiado el papel que los metabolitos secundarios de 
naturaleza fenólica juegan en la respuesta defensiva de las plantas desde dos 
aproximaciones distintas. Por un lado, hemos llevado a cabo una estrategia de tipo 
farmacológico, análoga a la ya descrita en el caso del SA, para estudiar la posible 
resistencia a patógenos inducida por el GA en plantas, así como las posibles bases 
moleculares que subyacen a la misma. Por otro, hemos realizado un abordaje genético, 
consistente en la obtención y caracterización de plantas transgénicas que presenten 
niveles alterados del metabolito estudiado. Para este segunda aproximación, hemos 
utilizado como diana de manipulación genética enzimas que participan en la regulación 
de la acumulación de los metabolitos en su forma activa, como son las 
glicosiltransferasas, en el caso de los compuestos derivados del ácido benzoico 
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(O’Donnell et al., 1998; Tárraga et al., 2010), o el enzima tiramina hidroxicinamoil 
transferasa, para el caso de las HCAA (von Roepenack-Lahaye et al., 2003). 
La acumulación de SA en plantas infectadas con un organismo patógeno ha sido 
descrita en numerosas ocasiones. También se ha detectado la acumulación de GA en 
respuesta a infecciones patogénicas en tomate, Gynura, pepino y Arabidopsis (Bellés et 
al., 1999; Bellés et al., 2006; Fayos et al., 2006; Bartsch et al., 2010). Se ha descrito que 
tratamientos exógenos con SA o GA activan la respuesta defensiva de las plantas 
(Bellés et al., 1999; Bellés et al., 2006; Mandal et al., 2009; Meher et al., 2011; Lisón et 
al., 2013). Además, se ha observado que tratamientos con SA también inducen 
resistencia frente a diferentes patógenos en tomate (Spletzer et al., 1999; Meher et al., 
2011) y otras especies vegetales (Saikia et al., 2003; Wang y Liu, 2012). Mediante un 
abordaje farmacológico similar, en este trabajo hemos observado que tratamientos 
con SA o GA inducen resistencia en plantas de Gynura y tomate frente a infecciones 
con el Viroide de la Exocortis de los Cítricos (CEVd) y el Virus del Mosaico del Tomate 
(ToMV), respectivamente. La inducción de los genes implicados en el silenciamiento de 
RNA (DCLs y RDRs) en plantas de tomate tratadas con SA o GA podría explicar el 
retraso observado en la infección frente a ToMV como consecuencia de dichos 
tratamientos. Nuestros resultados parecen indicar que existe una relación entre la 
resistencia mediada por SA o GA y la activación de los mecanismos de silenciamiento 
génico en tomate (Campos et al., 2014a). En el futuro sería interesante abordar 
estrategias de este tipo para las HCAA, llevando a cabo tratamientos exógenos con 
amidas de síntesis (López-Gresa et al., 2011) y analizando si se produce la activación 
del sistema defensivo de la planta y, por consiguiente, una mayor resistencia frente a 
infecciones posteriores. 
La obtención de plantas transgénicas que presenten niveles alterados de fenólicos 
ha sido clave en el estudio de la función que desempeñan dichos compuestos en 
plantas. Tal es el caso de las plantas transgénicas NahG, que expresan 
constitutivamente el gen NahG de Pseudomonas putida, el cual codifica el enzima 
salicilato hidroxilasa, que transforma el SA en catecol. La contribución del SA a la 
activación de la resistencia sistémica adquirida (SAR) se estudió por primera vez en 
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plantas transgénicas de tabaco portadoras del gen NahG. Dichas plantas apenas 
acumulaban SA como consecuencia de una infección, y eran incapaces de inducir la 
SAR frente al Virus del Mosaico del Tabaco (Gaffney et al., 1993). Más adelante se 
obtuvieron plantas transgénicas NahG en Arabidopsis y tomate, lo que ha permitido 
profundizar en el estudio de la función del SA en la respuesta defensiva en dichas 
especies (Delaney et al., 1994; Lawton et al., 1995; Brading et al., 2000).  
En este trabajo hemos obtenido distintas plantas transgénicas con niveles 
alterados de fenólicos, con el fin de estudiar el papel de estos compuestos en la 
respuesta defensiva, mediante un abordaje de tipo genético. Por una parte, la 
sobreexpresión de GAGT en plantas transgénicas de Arabidopsis ha provocado una 
menor acumulación de GA en forma libre, que es la forma activa del compuesto, y ha 
resultado en una mayor susceptibilidad de estas plantas a la infección con la bacteria 
P. syringae pv. tomato. También hemos obtenido plantas transgénicas de tomate con 
sobreexpresión de THT, las cuales, en respuesta a la infección con P. syringae, 
presentaron una mayor acumulación de HCAA y una mayor resistencia a la bacteria, 
respecto a plantas control. Curiosamente, los mayores niveles de HCAA iban 
acompañados de una alteración en la acumulación de SA, que resultó ser mayor en las 
plantas transgénicas (Campos et al., 2014b). Tanto las plantas transgénicas de 
Arabidopsis GAGT como las de tomate THT presentan niveles alterados de GA y SA, 
respectivamente, en comparación con las plantas control. Teniendo en cuenta la 
relación que hemos observado entre la resistencia mediada por SA o GA y la activación 
de los mecanismos de silenciamiento génico en tomate, sería interesante estudiar si en 
estas plantas transgénicas se produce una mayor o menor activación de la ruta de 
silenciamiento de RNA como mecanismo de defensa frente a patógenos.  
También se han obtenido plantas transgénicas de tomate que han presentado un 
fenotipo de tipo metabólico. Por una parte, las plantas transgénicas de tomate con 
sobreexpresión de GAGT tratadas exógenamente con GA presentaron el mismo 
fenotipo que habíamos observado previamente en plantas transgénicas de Arabidopsis 
GAGT: un mayor porcentaje de conjugación, que se traduce en una disminución en la 
cantidad de GA en forma libre. Futuros ensayos de patogenicidad ayudarán a 
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esclarecer si el fenotipo metabólico en tomate lleva asociado un fenotipo de 
susceptibilidad, tal y como ocurre en Arabidopsis. Por otra parte, la proteína de tomate  
Twi1 ha presentado actividad glucosiltransferasa in vitro frente a los hidroxibenzoatos 
2,4-DHBA y 2,4,6-THBA. Tratamientos exógenos con estos compuestos en plantas 
transgénicas de tomate que silencian Twi1 han permitido confirmar su actividad in 
vivo. El silenciamiento de esta glicosiltransferasa causa una disminución en el 
porcentaje de conjugación de ambos compuestos, lo que supone un aumento en la 
acumulación de la forma libre en las plantas transgénicas, respecto a las plantas 
control. Será igualmente interesante llevar a cabo ensayos de patogenicidad en estas 
plantas transgénicas y estudiar el fenotipo de resistencia/susceptibilidad. Del mismo 
modo al que se propone para las plantas transgénicas que han mostrado fenotipos de 
resistencia o susceptibilidad, estamos interesados en estudiar si, tanto las transgénicas 
de silenciamiento de Twi1, como las de sobreexpresión de GAGT, presentan alguna 
variación en la activación de los mecanismos de silenciamiento de RNA. 
Además de las conexiones descritas en este trabajo entre la señalización mediada 
por SA o GA y el silenciamiento de RNA, diversos autores establecen similitudes entre 
el modelo de zig-zag propuesto para la respuesta inmune y el silenciamiento génico. 
Dichas similitudes se basan principalmente en que los supresores de silenciamiento 
descritos, no sólo para virus, sino también para bacterias, actuarían del mismo modo 
que los efectores producidos por las bacterias para limitar la PTI. Por su parte, las 
plantas desarrollarían sistemas de defensa contra la supresión del silenciamiento 
génico producido por los patógenos, aportando así nuevos ejemplos de la interminable 
carrera de armas moleculares entre el patógeno y la planta (Peláez y Sánchez, 2013; 
Pumplin y Voinnet, 2013; Nakahara y Masuta, 2014). Esto da idea de la enorme 
complejidad del sistema defensivo de las plantas, las interconexiones entre las 
diferentes respuestas y la variedad de componentes que intervienen en la activación o 
regulación de unas vías u otras, así como en el ataque directo al patógeno. 
Los metabolitos secundarios de naturaleza fenólica, como el SA, el GA y las HCAA 
entre muchos otros, juegan un papel muy importante en sistema defensivo de las 
plantas, no sólo formando parte de la respuesta defensiva final frente al patógeno, 
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sino actuando como moléculas señal y/o compuestos intermediarios. Por ello, la 
generación de plantas transgénicas que presenten niveles alterados de estos 
metabolitos constituye una herramienta muy útil a la hora de profundizar en el estudio 
de la función que desempeñan en el complejo sistema defensivo de las plantas (Chong 
et al., 2002; Poppenberger et al., 2003; Niggeweg et al., 2004; Guillet y de Luca, 2005; 
Hagel y Facchini, 2005; Lorenc-Kukula et al., 2005; Lee et al., 2007; Song et al., 2008; 
Pandey et al., 2014; Kim y Hwang, 2014). Al mismo tiempo, dicha estrategia puede 
constituir un medio de obtención de plantas más resistentes frente a ataques 
patogénicos de diversa naturaleza. También resulta de especial interés biotecnológico 
el avance en la búsqueda de nuevos fitofortificantes, es decir, compuestos que 
aplicados exógenamente mejoren la resistencia de las plantas frente a patógenos 
(Walters et al., 2005; Noutoshi et al., 2012). Todo ello pone de manifiesto la 
importancia de los compuestos de naturaleza fenólica en el sistema defensivo de las 


















I. Salicylic and gentisic acids promote resistance to RNA pathogens in plants, thus 
giving further support to the signaling function of these metabolites in the plant 
defence response. 
 
II. There is a correlation between SA- and GA-mediated resistance and the 
activation of gene silencing mechanisms in tomato plants. 
 
III. Overexpression of the tomato glycosyltransferase GAGT in Arabidopsis thaliana 
and tomato plants results in a decrease of the free GA content, confirming the 
activity of this GA glycosyltransferase in vivo.  
 
IV. Arabidopsis plants overexpressing GAGT are more susceptible to infection with 
the bacteria P. syringae pv. tomato, suggesting that GA could also play a role in 
defence in this plant species. 
 
V. The glycosyltransferase activity of the tomato protein Twi1 is confirmed. The 
recombinant protein conjugates glucose to the hydroxybenzoates 2,4-DHBA 
and 2,4,6-THBA in vitro. When treated with these substrates, Twi1-silenced 
transgenic tomato plants displayed a lower conjugation rate of both 
compounds, thus confirming the activity of Twi1 also in vivo.  
 
VI. The glycosyltransferase Twi1 could play a role in tomato defence response, 
since it is induced as a consequence of the infection with P. syringae. In 
addition, Twi1-silenced tomato plants showed a greater induction of PR1 upon 
treatment with 2,4-DHBA, as compared to the corresponding control plants. 
 
VII. THT overexpression in tomato produces an enhanced accumulation of HCAA 
and a better resistance to Pseudomonas syringae, confirming the defensive role 






I. Los ácidos salicílico y gentísico promueven resistencia a patógenos de RNA en 
plantas, lo que refuerza el papel señalizador de estos metabolitos en la 
respuesta defensiva. 
 
II. Existe una correlación entre la resistencia mediada por SA y GA y la activación 
de mecanismos de silenciamiento génico en plantas de tomate.  
 
III. La sobreexpresión de la glicosiltransferasa de tomate GAGT en plantas de 
Arabidopsis thaliana y tomate resulta en una disminución del contenido en GA 
libre, confirmando la actividad conjugadora de GA de esta glicosiltransferasa in 
vivo.  
 
IV. Las plantas de Arabidopsis que sobreexpresan GAGT son más susceptibles a la 
infección con la bacteria P. syringae pv. tomato, sugiriendo que el GA podría 
jugar un papel en defensa también en esta especie. 
 
V. Se confirma la actividad glicosiltransferasa de la proteína Twi1 de tomate. La 
proteína recombinante conjuga glucosa a los hidroxibenzoatos 2,4-DHBA y 
2,4,6-THBA in vitro. Plantas transgénicas de tomate que silencian Twi1 tratadas 
con estos sustratos presentan un menor porcentaje de conjugación de los 
mismos, confirmando la actividad conjugadora de Twi1 también in vivo. 
 
VI. La glicosiltransferasa Twi1 podría jugar un papel en la respuesta defensiva de 
tomate, puesto que se induce como consecuencia de la infección con P. 
syringae. Las plantas transgénicas de tomate que silencian Twi1 tratadas con 
2,4-DHBA, presentan además una mayor inducción de PR1, respecto a las 
correspondientes plantas control.  
 
VII. La sobreexpresión de THT en tomate produce una mayor acumulación de HCAA 
y una mayor resistencia frente a Pseudomonas syringae, confirmando el papel 
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